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Résumé 
 
La mucoviscidose est causée par des mutations du gène CFTR (p.Phe508del étant la 
plus fréquente). Celui-ci code pour la protéine CFTR qui constitue un canal chlorure 
exprimé à la face apicale des cellules épithéliales. Au niveau du reticulum 
endoplasmique (RE), le contrôle de qualité conformationnelle oriente la majorité du 
CFTR en cours de repliement vers une voie de dégradation. Une fraction limitée du 
WT-CFTR parvient cependant à se replier correctement et peut ensuite progresser 
vers la surface cellulaire, contrairement au Phe508del-CFTR (qui est néanmoins 
fonctionnel). Lorsque des formes mutées sont exportées à partir du RE, grâce à des 
traitements correcteurs, elles sont alors instables à la membrane plasmique. Par 
ailleurs, il a été montré que l’organisation des microfilaments d’actine participe à 
l’ancrage du canal au cytosquelette et à sa stabilité. Or, la petite GTPase Cdc42 
influence la dynamique de nucléation de l’actine fibrillaire. Au cours de nos travaux, 
nous avons testé l’implication de Cdc42 et de certains de ses effecteurs dans la 
régulation de WT-CFTR dans des cellules épithéliales bronchiques. Dans ce cadre, la 
fonction de la voie Cdc42 a été perturbée par des traitements pharmacologiques et 
par ARN interférence. Les résultats obtenus, principalement par biotinylation de 
surface, ont permis de proposer que (1) la protéine Cdc42 participe à la 
dégradation de formes mal repliées de CFTR dans les étapes précoces et tardives 
de la voie de sécrétion et (2) la voie Cdc42, par son implication dans l’organisation 
de l’actine F corticale, affecte l’ancrage du canal chlorure au cytosquelette et 
régule ainsi son recrutement dans des vésicules d’internalisation. 
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Influence of the small GTPase Cdc42 on the CFTR secretory pathway in epithelial 
airway cells 
 
Abstract 
 
Cystic Fibrosis is caused by CFTR gene mutations (p.Phe508del being the most 
frequently encountered). The CFTR protein functions as a chloride channel expressed 
at the plasma membrane of epithelial cells. Its productive folding in the endoplasmic 
reticulum (ER) is poorly efficient and unfolded proteins are therefore targeted to 
degradation. Nevertheless, a limited fraction of WT-CFTR acquires a native 
conformation and then progesses into the secretory pathway. In the case of 
Phe508del-CFTR, virtually all channels are degraded at this step except through 
corrector treatments. Under these conditions the mutant remains unstable at the 
plasma membrane (although it is functionnaly competent). Furthermore, it has been 
shown that fibrillar actin organization is involved in CFTR tethering to the cytoskeleton 
and channel stability. Moreover, the small GTPase Cdc42 promotes F actin 
nucleation. In the present study, we aimed at testing the involvement of Cdc42, and 
of some of its effectors, in WT-CFTR regulation in epithelial airway cells. In this context, 
Cdc42 pathway function was altered through pharmacological treatments or siRNA-
mediated depletions. Our results, mainly obtained via cell surface biotinylation 
assays, led us to propose that (1) Cdc42 is involved in misfolded CFTR degradation at 
early and late steps of the secretory pathway, and (2) Cdc42 pathway, through its F 
actin organization function, affects CFTR anchoring to the cytoskeleton and thus 
regulates its endocytosis.  
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II/Abréviations 
 
 
A : acidic domain 
aa : acide aminé 
ABC : ATP-binding cassette 
ABP : actin-binding protein 
ADN : acide désoxyribonucléique 
ADP : adénosine diphosphate 
AKAP : A-kinase anchoring protein 
AP2 : adaptor protein complex 2 
APS : ammonium persulfate 
ARN : acide ribonucléique 
ARNm : ARN messager 
ATP : adénosine triphosphate 
BSA : albumin de sérum bovin 
C : central domain 
C-ERMAD : C terminal ERM-associated domain 
C-term : carboxy-terminale 
CCP : clathrin-coated pit 
CCV : clathrin-coated vesicle 
Cdc42 : cell division cycle 
CFBE : cystic fibrosis bronchial epithelial  
CFTR : cystic fibrosis conductance transmembrane 
regulator  
CGN : cis-Golgi network 
CHX : cycloheximide 
CLASP : clathrin-associated sorting protein 
CNX : calnexine 
CRIB : Cdc42/Rac1 interactive binding 
DH : Dbl homology 
DMSO : dimethylsulfoxide 
DO : densité optique 
DOC : deoxycholate 
DTT : dithiothreitol 
DUB : deubiquitin ligase 
E1 : ubiquitin-activating enzyme 
E2 : ubiquitin-conjugating enzyme 
E3/4 : ubiquitn ligase 
ECL : enhanced chemiluminescence 
ECn : boucle extracellulaire n 
ELAD : endolysosomal-associated degradation 
ENaC : epithelial Na+ channel 
ERAD : endoplasmic reticulum associated 
degradation 
ERAF : endoplasmic reticulum-associated folding 
ERM : ezrin/radixin/moesin 
ERQC : endoplasmic reticulum quality control 
ESCRT : endosmal sorting complex required for 
transport 
F-BAR : FER/CIP4 homology and 
Bin/Amphiphysin/Rvsp 
FACS : fluorescence-activated cell sorting 
FERM : four point one ERM 
GAP : GTPase-activating protein 
GDI : guanosine dissociation inhibitor 
GDP : guanosine diphosphate 
GEF : guanosine-nucleotide displacement factor 
GFP : green fluorescent protein 
GSH : glutathion 
GST : glutathion S-transferase 
GTP : guanosine triphosphate 
HA : hemagglutinine 
HRP : horseraddish peroxidase 
ICn : boucle intracellulaire n 
MEM : minimum essential medium 
MESNA : 2-mercoptoethansulfonate de sodium (Na) 
MetOH : méthanol 
MSD : membrane-spanning domain 
MVB : multivesicular body 
N-term : amino-terminale 
N-WASP : neural-WASP 
NBD : nucleotide-binding domain 
NHS : N-hydroxysuccinimide 
NMP : nucleotide mono-posphate 
NMPc : nucleotide mono-phosphate cyclique 
NP-40 : nonidet P-40 
NPF : nucleation-promoting factor 
NTPase : NTP hydrolase 
ORCC : outwardly rectifying calcium channel 
PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 
PAK : p21-activated kinase 
PBS : phosphate buffered saline 
PDZ : post synaptic density 95 (PSD95), drosophila 
discs large tumor suppressor A (DlgA), zona 
occludens 1 (ZO1) 
PFA : paraformaldehyde 
PH : pleckstrin homology 
PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
PKA : cAMP-dependent protein kinase 
PKC : protein kinase C 
Pro-rich : domaine riche en prolines 
R : regulatory domain 
RE : réticulum endoplasmique 
RNAi : ribonucleic acid interference 
ROMK : renal outer medullary K+ channel 
RT-PCR : reverse transcription-polymerization chain 
reaction 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
SH3 : Src homology 
siRNA : small interfering ribonucleic acid 
SVF : sérum de veau fœtal 
TfR : récepteur à la transferrine 
TGN : trans-Golgi network 
TM : segment transmembranaire 
Toca-1 : transducer of Cdc42-dependent actin 
assembly protein 1 
UBA : ubiquitin-binding 
UPR : unfolded protein response 
VH : verprolin homology domain / V domain 
WAS : Wiskott-Aldrich syndrome 
WASP : WAS protein 
WH1 : WASP homology 1 
WT-CFTR : wild type-CFTR
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III/Introduction 
 
Les protéines de la membrane plasmique entrent dans la composition d’une 
interface fonctionnelle entre la cellule et son environnement. Parmi elles, des canaux 
et des transporteurs participent, entre autres, au maintien de l’homéostasie ionique. 
Leur dysfonctionnement peut avoir des conséquences délétères à la fois pour la 
cellule mais également pour le tissu auquel elle appartient. La régulation 
fonctionnelle de ces protéines peut, tout d’abord, être réalisée au niveau de la 
membrane cellulaire, in situ, par un contrôle de leur activité. Ceci étant, la maitrise 
de l’abondance de ces protéines à la surface cellulaire constitue également un 
paramètre majeur de régulation. 
 Pour autant, l’adressage des protéines à la membrane plasmique représente 
un périple semé d’embuches. Préalablement à l’exposition à la surface cellulaire, 
des contrôles stricts de qualité conformationnelle doivent être remplis avec succès. 
De surcroît, les voies de transport empruntées sont complexes et leur intégrité est 
nécessaire pour maintenir le cap vers des destinations pertinentes. Finalement, 
atteindre la surface ne constitue pas une étape ultime puisque là-encore les 
protéines membranaires peuvent être internalisées, puis recyclées ou dégradées. 
Dans ce manuscrit, l’ensemble de ces évènements est regroupé dans la formule 
« voie de sécrétion ». 
 Les caractéristiques physiopathologiques et moléculaires de la mucoviscidose 
font de cette maladie un modèle pour l’étude de la voie de sécrétion. Les travaux 
commentés dans ce document interviennent en écho de ce constat. En 
introduction, quelques notions de base sur la maladie sont présentées. Celles-ci sont 
accompagnées d’une synthèse des connaissances actuelles sur le rapport entre la 
mucoviscidose et la voie de sécrétion. Après une explication des fondements du 
projet de cette thèse, les techniques qui ont été employées et les résultats obtenus 
sont détaillés. En conclusion, ces résultats sont discutés et des perspectives de 
travaux complémentaires à réaliser sont proposées. 
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A. Contexte scientifique 
 
1. La mucoviscidose 
 La mucoviscidose, ou fibrose kystique du pancréas (cystic fibrosis en anglais), 
est la plus fréquente des maladies génétiques graves à mode de transmission 
autosomique récessif. Son incidence est de 1/3000 dans les populations d’origine 
caucasienne. Elle est causée par des mutations du gène CFTR (cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator) qui est localisé sur le bras long du 
chromosome 7, dans la région 7q31.2. Plus de 1900 mutations de ce gène sont 
aujourd’hui référencées dans une banque de données disponible en ligne 
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr). Cependant, parmi ces mutations, une délétion de 
trois nucléotides (nommée F508del) est largement majoritaire et se retrouve sur au 
moins un allèle chez 90 % des patients.   
 La mucoviscidose affecte différents organes et ses manifestations cliniques 
englobent l’insuffisance pancréatique, l’infertilité masculine, l’iléus méconial chez les 
nouveau-nés et l’infection pulmonaire chronique. Les troubles obstructifs pulmonaires 
sont causés par un mucus mal hydraté, visqueux, rendant la clairance muco-ciliaire 
inefficace. Les poumons deviennent alors le siège d’infections chroniques à 
Pseudomonas aeruginosa ou Staphylococcus aureus. Ceci provoque une diminution 
progressive de la capacité respiratoire qui est responsable de la morbidité de la 
maladie. 
 
2. La protéine CFTR 
 Le gène CFTR a été identifié par clonage positionnel en 1989 (Riordan et al., 
1989). Il code pour la protéine transmembranaire CFTR (voir la figure 1) qui est 
composée de 1480 acides aminés. Par analogie structurale, celle-ci a été associée à 
la famille des transporteurs ABC (ATP (adénosine triphosphate)-binding cassette). 
Cette famille comprend sept sous-familles classées de A à G et CFTR est également 
nommé ABC-C7 selon cette nomenclature (Higgins et Linton, 2004). 
CFTR contient les deux types de domaines caractéristiques des ABC : deux 
domaines transmembranaires MSD (membrane spanning domain 1 et 2) et deux 
domaines cytoplasmiques NBD (nucleotide binding domain 1 et 2). Les domaines 
MSD1 et 2 (composés chacun de six segments transmembranaires (TM) ; TM1 à TM6 
pour MSD1 et TM7 à TM12 pour MSD2), constituent les parois d’un pore hydrophile 
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pour le passage d’ions chlorure (Sheppard et Welsh., 1999). MSD2 contient 
également deux sites de N-glycosylation de la protéine dans la quatrième boucle 
extracellulaire reliant ses deux premiers segments transmembranaires M7 et M8. Les 
domaines NBD1 et NBD2, respectivement localisés dans la boucle intracellulaire 
(comprise entre MSD1 et MSD2) et dans la partie carboxy-terminale (C-term) de 
CFTR, fixent et hydrolysent l’ATP grâce à des résidus de séquences Walker A et 
Walker B. La conductance du canal chlorure serait, en partie, dépendante de leur 
cycle de fixation et d’hydrolyse d’ATP (Gadsby et Nairn, 1999). Les mécanismes 
d’ouverture/fermeture semblent néanmoins être complexes et seraient également 
dépendants d’autres paramètres tels que la conformation des régions intracellulaires 
de CFTR (Riordan, 2008). 
CFTR constitue un membre particulier parmi les transporteurs ABC. Il est le seul 
canal ionique et contient un domaine régulateur (R) inédit dans cette famille. R est 
présent dans la boucle intracellulaire comprise entre les MSD et joue un rôle 
important dans la régulation de l’accessibilité des NBD aux molécules d’ATP. Il 
contient de nombreuses sérines cibles de protéines kinases, PKA (cAMP-dependent 
protein kinase) et PKC (protein kinase C) principalement, et de phosphatases (PP2A 
par exemple). L’état de phosphorylation de R est à l’origine de modifications 
structurales de la partie intracellulaire de la protéine. D’une part, R hypo-
phosphorylé peut interagir avec d’autres domaines de CFTR et masquer, entre 
autres, les domaines NBD. D’autre part, à l’état hyper-phosphorylé, R est incapable 
de réaliser ces interactions intramoléculaires et chacun des NBD peut alors fixer une 
molécule d’ATP pour enclencher les mécanismes d’ouverture/fermeture (Riordan, 
2008). 
 
La protéine CFTR est exprimée à la face apicale de nombreux types de 
cellules épithéliales. Elle y participe à la régulation de différents types de canaux 
ioniques comme les ENaC (epithelial Na+ channel), ORCC (outwardly rectifying 
calcium channel) et ROMK (renal outer medullary K+ channel) et de transporteurs 
comme les aquaporines ou les échangeurs Cl-/HCO3- (Guggino et Stanton, 2006 ; 
Riordan, 2008). Ainsi, en complément de son rôle de canal chlorure, CFTR influence 
également de manière indirecte l’homéostasie ionique nécessaire pour réguler la 
sécrétion d’eau et la fluidité des mucus. Ceci continue de nourrir le débat sur 
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l’origine physiopathologique exacte de la mucoviscidose (Collawn et al., 2012 ; 
Kunzelmann et Shreiber, 2012). 
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Figure 1 : Organisation des domaines du canal CFTR 
 
3. Mucoviscidose et origine des études sur la voie de sécrétion de CFTR 
 En tant que protéine transmembranaire, CFTR est synthétisé au niveau du 
réticulum endoplasmique (RE) rugueux. La traduction des ARNm CFTR par les 
ribosomes conduit à la translocation co-traductionnelle du canal dans la membrane 
du RE (Lu et al., 1998). Une fois que l’organisation de la structure tridimensionnelle de 
CFTR est atteinte (Chang et al., 1994), le canal progresse dans la voie de sécrétion 
puis est adressé à la membrane plasmique où il assure ses fonctions (Bradbury, 1999 ; 
Sheppard et Welsh, 1999). 
 Suite à l’identification du gène CFTR, les propriétés du canal produit chez la 
majorité des patients mucoviscidosiques i , F508del-CFTR (délétion d’une 
phénylalanine en position 508 dans le NBD1), ont été comparées à celles de la 
forme sauvage du canal, WT-CFTR (wild type-CFTR). Dans ce cadre, Denning et ses 
collaborateurs ont mis en évidence l’absence de la protéine CFTR mutée à la 
membrane plasmique de cellules épithéliales de patients atteints de mucoviscidose 
(Denning et al., 1992 a). De plus, il a été observé que la maturation post-
traductionnelle de F508del-CFTR n’a pas lieu, contrairement à celle de WT-CFTR 
(Cheng et al., 1990). Ces observations ont rapidement conduit à proposer 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
i  Qualificatif choisi dans ce manuscrit pour désigner un patient (ou une cellule) 
homozygote pour la mutation F508del du gène CFTR. 
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l’hypothèse selon laquelle la protéine mutante serait retenue au niveau du RE et 
ainsi incapable de transiter vers son site d’adressage final. 
 Par ailleurs, il a été montré grâce à la technique de patch clamp que la 
forme mutante de CFTR reste fonctionnelle, même lorsqu’elle est retenue au niveau 
du RE (Pasyk et Foskett, 1995). De plus, une diminution de la température de culture 
(Denning et al., 1992 b) ou l’ajout de différents osmolytes, comme le glycérol, à des 
cellules en culture se sont révélés être des procédés libérant la protéine F508del-CFTR 
de sa rétention par le RE (Brown et al., 1996 ; Sato et al., 1996). Ces caractéristiques 
ont alors poussé la communauté scientifique à s’intéresser aux détails de la 
biosynthèse du canal CFTR et aux mécanismes du transport intracellulaire de la 
protéine. L’objectif de ces investigations fondamentales était d’identifier une 
stratégie permettant de soigner les patients porteurs de la mutation F508del. Au delà 
du contexte de la mucoviscidose, ces recherches offraient des perspectives 
d’avancées dans les connaissances fondamentales des mécanismes moléculaires 
impliqués dans les différentes étapes de la voie de sécrétion. 
 
B. Etapes précoces de la voie de sécrétion de la protéine CFTR 
 
1. Biosynthèse du canal CFTR 
 La protéine F508del-CFTR diffère de la forme sauvage du canal chlorure 
uniquement par l’absence d’une phénylalanine en position 508. Un effet de cette 
délétion sur la structure tridimensionnelle du domaine NBD1 a rapidement été 
soupçonné. Pourtant, les premiers travaux ont montré que la mutation F508del 
n’affecte pas la stabilité thermodynamique de ce domaine (Thomas et al., 1992 ; Qu 
et Thomas, 1996). C’est alors une influence sur l’acquisition d’un état de 
conformation correct pour l’ensemble du canal qui a été testée. Dans un premier 
temps, les caractéristiques de maturation de la protéine CFTR ont été étudiées. En 
1994, des travaux ont mis en évidence que, dans des systèmes de surexpression, une 
importante fraction des protéines WT-CFTR néo-synthétisées dans le RE est 
rapidement dégradée. Lukacs et ses collaborateurs ont pu observer deux formes 
immatures de CFTR dans ce compartiment. La première forme, correspondant au 
canal néo-synthétisé, est sensible à l’activité de protéases cellulaires non 
lysosomales. A partir de cette première forme seulement !20 % des protéines WT-
CFTR peuvent accéder à un état insensible à ces protéases, constituant la seconde 
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forme, par un processus dépendant de l’ATP. Cette seconde forme est ensuite 
transformée en CFTR mature au niveau de l’appareil de Golgi. En ce qui concerne la 
protéine F508del-CFTR, seule la forme immature instable est observée dans les 
mêmes conditions (Lukacs et al., 1994). Par ailleurs, des résultats similaires ont été 
obtenus dans un autre modèle de cellules surexprimant les formes WT- ou F508del- 
de CFTR ou dans des cellules exprimant de manière endogène une version sauvage 
du canal (Ward et Kopito, 1994). Ces données ont permis de proposer que le 
repliement du CFTR immature se fait avec une faible efficacité dans le RE (par un 
mécanisme actif) et indépendamment du modèle d’étude. Les canaux CFTR mal 
conformés dans les étapes précoces de la biosynthèse seraient rapidement 
dégradés avant que leur export vers l’appareil de Golgi ne soit possible. 
 
 Plusieurs indices ont été collectés avant de pouvoir identifier le système de 
dégradation du CFTR immature mal conformé à partir du RE. En 1993, il a tout 
d’abord été confirmé que la dégradation des formes WT- et F508del-CFTR immatures 
dans les compartiments pré-golgiens n’implique pas les lysosomes (Yang et al., 1993). 
De même, Jensen et ses collaborateurs ont mis en évidence que cette dégradation 
est sensible à des inhibiteurs du protéasome 26 S (Jensen et al., 1995). Plusieurs 
travaux de Kopito et ses collaborateurs ont ensuite montré que la protéine CFTR peut 
être ubiquitinée ii  de manière co-traductionnelle (Sato et al., 1998) et que des 
inhibiteurs du protéasome entrainent une stabilisation de formes immatures de CFTR 
qui sont poly-ubiquitinées (Ward et al., 1995). Par ailleurs, il a été souligné que la 
dégradation du CFTR poly-ubiquitiné nécessiterait sa retro-translocation à partir de la 
membrane du RE (Xiong et al., 1999). En conclusion, il a été établi que le système 
ERAD (endoplamsic reticulum associated degradation ; Meusser et al., 2005) est le 
principal acteur de la dégradation du CFTR immature mal conformé à partir du RE 
(Gelman et al., 2002). Dans ce manuscrit, la formule « ERAD de CFTR » qualifie la 
dégradation du CFTR immature mal conformé, par le protéasome 26 S, à partir du 
RE. 
 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
ii  Ubiquitination : liaison covalente, isopeptidique, d’ubiquitine (protéine de 8 kD 
contenant sept lysines parmi ses 76 acides aminés), via sa glycine en C-term, sur une 
lysine de son substrat. Mono-ubiquitination : ajout d’une molécule d’ubiquitine sur 
une lysine. Poly-ubiquitination : ajout d’une chaîne de molécules d’ubiquitine sur une 
lysine. Multi-ubiquitination : multiples mono-ubiquitinations sur plusieurs lysines d’un 
même substrat (Welchman et al., 2005).!
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2. Contrôle de qualité de l’état de conformation du CFTR néo-synthétisé 
 Un effort d’investigation important a été réalisé pour caractériser les modalités 
de sélection du CFTR immature mal conformé, pour définir les mécanismes de poly-
ubiquitination iii  nécessaires à l’envoi vers le protéasome et pour identifier les 
paramètres influençant l’acquisition d’une conformation correcte par le CFTR néo-
synthétisé au niveau du RE. Cela a permis de décrire en détail le contrôle de qualité 
impliqué dans le processus ERQC (endoplasmic reticulum quality control ; Ellgaard et 
Helenius, 2003) au niveau du RE, qui a lieu en amont de l’export ou de l’ERAD de 
CFTR. 
 Il est dorénavant établi que les mécanismes de repliement du CFTR 
nécessitent des interactions successives entre les différents domaines de la protéine 
en cours de néo-synthèse (Cui et al., 2007). La mutation F508del influence peu la 
stabilité du domaine NBD1 (Lewis et al., 2005). En revanche, des phases de 
stabilisations transitoires lors d’étapes critiques pour accéder à une conformation 
correcte sont absentes pour la forme F508del-CFTR (Du et al., 2005 ; Thibodeau et al., 
2010). Par ailleurs, de nombreux acteurs protéiques sont impliqués dans les 
mécanismes d’acquisition de la conformation correcte de CFTR. Chacun d’eux 
possède une fonction particulière, intervient à un moment précis et assure une 
étape spécifique du processus ERQC. Certains d’entre eux, classés en fonction de 
leur intervention dans le cytoplasme ou dans la lumière du RE, sont cités ci-dessous. 
 
2a. Protéines chaperones au niveau cytoplasmique 
 Ce sont les domaines de CFTR exposés dans le cytoplasme des cellules qui 
sont ciblés par la poly-ubiquitination. Initialement, des protéines chaperones, 
pouvant être accompagnées de co-chaperones, s’associent aux domaines 
cytoplasmiques en cours de repliement. Dans le cas d’associations prolongées, ces 
protéines recrutent alors des ubiquitine ligases. Ces dernières catalysent la 
polymérisation de chaînes d’ubiquitines (Meusser et al., 2005 ; Welchman et al., 2005) 
qui constituent ainsi un signal d’envoi du CFTR immature vers le protéasome 26 S 
pour qu’il y soit dégradé. 
 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
iii  Classiquement, l’ubiquitination est assurée par les interventions successives de 
protéines E1 (ubiquitin-activating enzyme), E2 (ubiquitin-conjugating enzyme) et E3 
(+/- E4 ; ubiquitin ligases) (Welchman et al., 2005).!
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Les protéines chaperones, Hsp70 (heat shock protein 70 ; Farinha et Amaral, 
2005), Hsc70 (heat-shock cognate 70 ; Younger et al., 2004 ; Matsumara et al., 2011) 
et Hsp90 (Loo et al., 1998 ; Sun et al., 2008) sont impliquées à différents niveaux dans 
l’acquisition de la conformation des versions WT- et F508del- de CFTR. Leurs co-
chaperones respectives, Hdj1 (Farinha et al., 2002), Hdj2 (Meacham et al., 1999) ou 
Aha1 (Koulov et al., 2010) peuvent les assister pour le recrutement d’ubiquitine 
ligases. Dans le cas de Hsc70, plusieurs complexes d’ubiquitine ligases pourraient 
être sollicités au cours de la néo-synthèse du CFTR. Ces complexes, composés de la 
ligase RMA1 en association à Ubc6e (Younger et al., 2006), gp78 (Morito et al., 2008) 
ou DNAJB12 (Grove et al., 2009 et 2011), seraient mobilisés avant la synthèse du 
domaine NBD2. En revanche, la ligase CHIP serait recrutée après la synthèse de ce 
domaine (Meacham et al., 2001). 
La perturbation de la fonction de ces complexes de chaperones, par 
surexpression ou déplétion de protéines les constituant, permet de stabiliser des 
formes immatures de CFTR qui peuvent transiter vers la membrane plasmique dans 
certains cas. De plus, il a été montré que l’inhibition pharmacologique de l’activité 
ATPase (ATP hydrolase) de Hsc70 par de l’apoptozole inhibe l’ERAD de la protéine 
F508del-CFTR et permet son adressage fonctionnel à la surface (Cho et al., 2011). 
 
2b. Protéines chaperones du RE 
 La N-glycosylation des protéines membranaires destinées à la surface 
cellulaire a lieu au niveau de la lumière du RE. Cette liaison covalente peut alors 
fournir un substrat pour l’interaction avec des protéines de la famille des lectines. 
Dans certains cas, ces dernières assurent un rôle de chaperone en retenant des 
protéines monoglucosylées immatures jusqu’à ce qu’elles aient acquis une 
conformation tridimensionnelle correcte. 
Initialement, il a été montré que la calnexine (CNX) est une lectine de la 
lumière du RE capable d’interagir avec des formes immatures de CFTR dans 
différents types cellulaires (Pind et al., 1994). Il a été envisagé que cette interaction 
avec la protéine F508del-CFTR (incapable de se replier correctement) soit 
responsable de la rétention du mutant dans le RE. Cette hypothèse a été invalidée 
pour deux raisons essentielles. Premièrement, les capacités de transformation des 
formes immatures en formes matures des protéines WT-CFTR et F508del-CFTR sont 
insensibles à la présence de N-glycanes sur le canal chlorure (Chang et al., 2008). 
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Deuxièmement, alors que la protéine CNX favorise le repliement du canal chlorure 
sauvage et participe à son ERAD, cela n’est pas le cas en ce qui concerne la forme 
mutante F508del-CFTR (Farinha et Amaral, 2005 ; Rosser et al., 2008 ; Glozman et al., 
2009). 
 
2c. ERQC de CFTR et modèles cellulaires 
 Les travaux cités dans les paragraphes précédents ont permis d’identifier 
différents acteurs protéiques impliqués dans la rétention de formes immatures de 
CFTR en cours de repliement. Lorsqu’un canal atteint son état de conformation 
tridimensionnelle correct, cette rétention cesse et la protéine CFTR poursuit sa 
progression dans la voie de sécrétion. Cette transition est néanmoins peu efficace 
dans le cas de la protéine WT-CFTR et non détectable dans le cas du mutant 
F508del-CFTR (Kopito, 1999 ; Riordan, 1999). Pour le moins, ceci se vérifie dans de 
nombreux systèmes cellulaires exprimant des canaux chlorure CFTR d’origine 
exogène. Cependant, il a été décrit, dans certaines cellules exprimant de manière 
endogène le WT-CFTR, que l’intégralité des canaux néo-synthétisés seraient 
transformés en forme mature (Varga et al., 2004). Ceci souligne l’importance de la 
prise en compte de la nature des modèles cellulaires dans lesquels sont réalisés les 
différents travaux.  
 
2d. ERQC et export à partir du RE 
 Initialement, il a été montré qu’une diminution de la température de culture 
de certaines cellules permet à la protéine F508del-CFTR de sortir du RE et de 
progresser jusqu’à la membrane plasmique (Denning et al., 1992 b). Si l’identification 
des acteurs du ERQC de CFTR a largement alimenté la littérature, aucune précision 
sur le lien entre le ERQC et le transport de F508del-CFTR hors du RE (thermosensible) 
n’avait été initialement fournie. Néanmoins, dès 1999, des travaux ont suggéré que 
ces deux phénomènes seraient indépendants. 
 Riordan et ses collaborateurs ont en effet montré que la protéine CFTR 
possède quatre motifs RXR (R : arginine ; X : acide aminé quelconque) 
correspondant à des signaux de rétention dans le RE (R29Q30R31 dans l’extrémité 
amino-terminale (N-term), R516Y517R518 et R553A554R555 dans le NBD1 et R764Y765R766 dans 
le domaine R). La mutation des arginines de ces motifs dans la protéine F508del-
CFTR (modification d’une des deux arginines des motifs RXR en lysine) permet au 
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mutant de progresser dans la voie de sécrétion au-delà du RE (Chang et al., 1999 ; 
Hegedus et al., 2006). Par ailleurs, le mécanisme de rétention impliquant ces motifs 
RXR serait saturable puisque le trafic du canal chlorure peut également être corrigé 
par l’ajout de peptides d’origine exogène contenant ces signaux (Chiaw et al., 
2009). 
 D’une part, le système ERQC maintiendrait la protéine CFTR dans le RE afin 
qu’elle acquiert une conformation tridimensionnelle correcte. Ce processus peut 
être qualifié d’ERAF (endoplasmic reticulum associated folding). D’autre part, en cas 
d’interactions prolongées (temps d’acquisition d’une structure correcte trop long), le 
ERQC déclencherait la voie ERAD. De plus, l’intervention des acteurs du ERQC serait 
sensible à une diminution de la température. Indépendamment de son état de 
conformation, le canal chlorure serait cependant compétent pour l’export à partir 
du RE (Wang et al., 2008 a). Cette notion a été utilisée pour développer un certain 
nombre de molécules correctrices. Celles-ci permettent de détourner la protéine 
F508del-CFTR de la voie ERAD (sans pour autant que le canal soit correctement 
replié) en faveur de son export fonctionnel vers la membrane plasmique 
(Pedemonte et al., 2005 ; Van Goor et al., 2006 ; Wang et al., 2006 ; Sampson et al., 
2011 ; VanGoor et al., 2011). De même, la saturation du système ERQC semble être à 
l’origine de la correction du trafic du CFTR mutant lors d’expériences de trans-
complémentation (Clarke et al., 2004 ; Cormet-Boyaka et al., 2004). 
 
 Ce qui a été décrit jusqu’à présent concerne les étapes précoces de la voie 
de biosynthèse de CFTR. Ce sont elles qui sont initialement impliquées dans la 
physiopathologie associée à la mutation F508del. Des moyens de corriger le défaut 
d’export du canal muté à partir du RE viennent d’être présentés. Néanmoins, le site 
d’adressage final de CFTR est la membrane plasmique. La communauté scientifique 
s’est donc intéressée aux différents mécanismes gouvernant le transport du canal du 
RE vers la surface cellulaire. En complément, l’analyse du comportement du mutant 
F508del-CFTR (préalablement exporté du RE par un traitement correcteur) a été 
réalisée dans ces différentes étapes. 
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3. CFTR dans le compartiment intermédiaire entre le RE et le Golgi (ERGIC) 
3a. Trafic non conventionnel vers le Golgi 
Une fois qu’une protéine destinée à la membrane plasmique a atteint un 
niveau de conformation correct dans le RE, elle doit en être exportée (elle est 
qualifiée de protéine cargo lorsqu‘elle circule dans le trafic vésiculaire). 
Classiquement, ceci est réalisé par des vésicules recouvertes de protéines COP-II 
(coat protein complex II) qui assurent le transport de cargos jusqu’à l’appareil de 
Golgi (Kirchhausen, 2000). C’est dans ce compartiment qu’est alors finalisée la 
glycosylation post-traductionnelle des protéines de surface. 
Dans le cas de la protéine CFTR, il a été montré qu’un motif YKDAD du NBD1 
(acides aminés 563 à 567), contenant un signal di-acidique (D : acide aspartique), 
serait reconnu par le complexe Sec23/Sec24 (en association avec la petite GTPase 
Sar1) pour assurer un tel export (Wang et al., 2004). Cependant, le trafic du CFTR 
immature vers le Golgi est insensible à des perturbations fonctionnelles des protéines 
Arf1, syntaxine 5 et Rab1a (Yoo et al., 2002) qui sont généralement mobilisées pour le 
transfert du RE vers le Golgi. De plus, alors que les protéines COP-I sont connues pour 
recouvrir des vésicules du transport rétrograde du Golgi vers le RE (Lee et al., 2004), 
la maturation de CFTR dans le Golgi serait perturbée lorsque la fonction des 
protéines COP-I est altérée (Yu et al., 2007 ; Rennolds et al., 2008 b). Suite à l’export 
de CFTR à partir du RE, le canal chlorure accèderait effectivement au Golgi mais par 
des voies non-conventionnelles pouvant notamment impliquer les endosomes qui 
sont classiquement retrouvés dans le transit post-golgien (Okiyoneda et al., 2004). 
 
3b. Un site de dégradation 
 L’utilisation d’inhibiteurs du protéasome a permis de mettre en évidence la 
formation de sites d’accumulation de CFTR poly-ubiquitiné non dégradé, dans 
certains cas (Johnston et al., 1998). Ces sites sont à proximité du noyau et du 
centrosome et leur formation est indépendante de l’intégrité de l’appareil de Golgi, 
mais dépend de celle des microtubules. Les auteurs ont choisi de baptiser ces sites : 
aggresomes. Dans d’autres études, les termes de compartiment intermédiaire 
périphérique (Marie et al., 2009) ou encore de compartiment ERQC (Wakana et al., 
2008) ont pu être utilisés. 
 Par ailleurs, la protéine BAP31 (B cell receptor associated protein 31) a été 
identifiée comme un nouvel acteur du ERQC de CFTR potentiellement impliqué dans 
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l’ERAD du canal (Lambert et al., 2001). Il a notamment été montré que BAP31 peut 
interagir avec le domaine MSD1 de CFTR, avec la Derline 1 (protéine pressentie 
comme étant l’acteur de la retro-translocation de CFTR avant sa dégradation par le 
protéasome (Sun et al., 2006 ; Younger et al., 2006)), ainsi qu’avec les sous-unités 
Sec61! et TRAM du translocon, au niveau du RE (Wang et al., 2008 b). C’est en 2008 
que des travaux ont permis de proposer un modèle intéressant pour la fonction du 
compartiment ERQC. D’une part, les auteurs ont mis en évidence que la protéine 
membranaire BAP31 circule entre le RE et le compartiment ERQC. D’autre part, il a 
été montré que ce transit vésiculaire est dépendant de l’intégrité des microtubules 
mais ne mobilise pas la voie classique d’export du RE impliquant les protéines COP-II. 
Lors de sa circulation, BAP31 serait accompagnée de la Derline 1 (mais ni de Sec61! 
ni de TRAM) et de ses protéines cargo (substrats envoyés vers le protéasome). C’est 
au niveau du compartiment ERQC, et non au niveau du RE, que la Derline 1 
assurerait alors la retro-translocation de protéines mal conformées et poly-
ubiquitinées pour leur dégradation par le protéasome (Wakana et al., 2008). 
 Ce modèle permet de (1) préciser les modalités d’export non conventionnel 
de CFTR à partir du RE, (2) localiser le site de retro-translocation du CFTR hors du RE et 
(3) souligner une fois encore la distinction à faire entre l’export à partir du RE et 
l’ERAD de CFTR. 
 
3c. Une voie d’échappement 
 Dans les paragraphes précédents, il a été montré que le transport de CFTR 
entre le RE et le Golgi est pour le moins non-conventionnel. En complément de ces 
données, il a été mis en évidence que le canal chlorure peut accéder à la 
membrane plasmique sous sa forme immature (Rennolds et al., 2008 a ; Luo et al., 
2009). Ceci implique que la protéine CFTR soit adressée à la surface cellulaire sans 
passage préalable par l’appareil de Golgi. Les modalités de cet adressage ont été 
l’objet d’un imposant travail publié l’année dernière (Gee et al., 2011). Les auteurs 
ont pu observer que la protéine GRASP (Golgi reassembly and stacking protein) est 
directement impliquée dans ce phénomène. En mobilisant des voies d’export du RE 
non-conventionnelles, GRASP interagirait avec les trois derniers acides aminés de 
l’extrémité C-term de CFTR et conduirait le canal chlorure à la membrane plasmique 
sans être maturé dans le Golgi (voir la figure 2). Selon le modèle détaillé 
préalablement, ceci pourrait cibler le CFTR présent dans le compartiment ERQC. Par 
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ailleurs, il a été montré que l’activation de ce transport nécessite la phosphorylation 
de la protéine GRASP qui peut être induite par la branche IRE1 (Wiseman et al., 
2010) de la voie UPR (unfolded protein response). Cette dernière est enclenchée 
lorsque la vitalité cellulaire est perturbée (Schröder et Kaufman, 2005). Notamment, 
l’accumulation de protéines mal repliées ou le traitement de cellules par des 
molécules comme la thapsigargine (qui déplète les réserves calciques du RE), 
génèrent des stress du RE qui peuvent activer l’UPR (Gee et al., 2011). 
 
 
Figure 2 : Adressage de CFTR vers la surface cellulaire, par la voie conventionnelle 
ou la voie non conventionnelle dépendante de GRASP (d’après Gee et al., 2011) 
 
 Dans des conditions normales, suite à sa néo-synthèse dans le RE, la protéine 
CFTR correctement conformée (mais immature) se retrouve au niveau de l’appareil 
de Golgi. Ses motifs glucidiques y sont alors modifiés (phosphorylation, sulfatation…) 
et ornés de sucres complexes pour obtenir la forme mature du canal chlorure. Dans 
ce manuscrit, il a été choisi de regrouper l’ensemble des phénomènes intervenant 
jusqu’à cette étape dans la catégorie des étapes précoces de la voie de sécrétion 
de la protéine CFTR. Après la finalisation de sa glycosylation dans le Golgi, la forme 
mature de CFTR est ensuite adressée à la face apicale des cellules épithéliales 
(Kreda et al., 2005). 
 
C. Etapes distales de la voie de sécrétion de la protéine CFTR 
 
 L’analyse des étapes précoces de la voie de biosynthèse de CFTR a révélé 
que la protéine accède peu efficacement à un état de conformation correct via un 
mécanisme dépendant de l’ATP (Lukacs et al., 1997). De plus, ceci ne concerne que 
la forme sauvage de CFTR (le mutant F508del-CFTR reste associé au ERQC avant 
! '%
d’être envoyé vers l’ERAD). Une fois que cette étape est accomplie, la protéine 
devient beaucoup plus stable (demi-vie supérieure à 16 heures dans de nombreux 
types cellulaires ; Lukacs et al., 1994). Elle est ensuite acheminée vers l’appareil de 
Golgi puis finalement à la membrane plasmique où elle assure sa fonction de canal 
chlorure (Ward et Kopito, 1994 ; Lukacs et al., 1997). Très rapidement, il a été observé 
que lors de son périple post-golgien le canal chlorure peut se retrouver dans des 
vésicules du trafic intracellulaire, comme les endosomes (Lukacs et al., 1992) ou les 
vésicules à clathrine (Bradbury et al., 1994), dans lesquelles il est fonctionnel. D’une 
part, ceci confirmait la fonctionnalité de la protéine avant son adressage à la 
surface cellulaire. D’autre part, ces observations semblaient indiquer que la protéine 
est mobile à partir de la surface cellulaire (il avait pu être estimé que 5 % du CFTR de 
surface est internalisé chaque minute par la voie dépendante de la clathrine ; 
Lukacs et al., 1997). Par ailleurs, plusieurs études on mis en évidence que la quantité 
de canaux exposés à la membrane plasmique est stable au cours du temps. Ceci a 
notamment été observé par des approches biochimiques (quantification du CFTR 
de surface) et fonctionnelles (analyse des courants chlorure) lors d’expériences 
d’incorporation de radiotraceurs métaboliques ou de chasse au cycloheximide 
(Lukacs et al., 1997 ; Heda et al., 2001 ; Sharma et al., 2001). Dans ces mêmes 
travaux, il a été observé que le mutant F508del-CFTR (dont l’export à partir du RE 
avait préalablement été permis par un abaissement de la température) est, quant à 
lui, beaucoup moins stable dans ce même environnement (Swiatecka-urban et al., 
2005). En effet, si son adressage initial à la membrane plasmique est alors observé, 
ses stabilités biochimique (demi-vie de la forme mature et stabilité du canal à la 
surface cellulaire) et fonctionnelle sont réduites de !75 % par rapport à la forme WT-
CFTR (Lukacs et al., 1997 ; Heda et al., 2001 ; Sharma et al., 2001). La stabilité 
apparente de WT-CFTR à la surface cellulaire impliquerait un recyclage du canal 
suite à son internalisation, alors que la forme mutante présenterait une instabilité 
dans le compartiment post-golgien. 
 Ces différents constats ont remis en cause la stratégie thérapeutique 
envisagée à l’époque. La stabilisation de F508del-CFTR et/ou l’induction de son 
export à partir du RE pour accéder à la surface cellulaire ne semblaient plus 
suffisantes à la restauration pérenne des courants chlorure à la membrane 
plasmique. La stabilisation du mutant dans les étapes post-golgiennes devenait dès 
lors un paramètre supplémentaire et indispensable au succès d’un traitement de la 
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physiopathologie. Ceci a conduit un certain nombre de laboratoires à tenter 
d’identifier (1) les mécanismes de dégradation des CFTR sauvage et muté dans les 
étapes post-golgiennes, (2) les mécanismes du transport intracellulaire du canal et 
(3) les processus mobilisés pour la stabilisation de la protéine à la membrane 
plasmique. 
 
1. Les protéines de transport 
Le transport intracellulaire est assuré par des vésicules qui circulent le long du 
cytosquelette et transitent entre les différents systèmes endomembranaires des 
cellules eucaryotes (Rodriguez-Boulan et al., 2005). Ces vésicules doivent se former et 
bourgeonner à partir d’une membrane émettrice, se déplacer dans le cytoplasme, 
puis fusionner avec une membrane réceptrice (Mellman et Nelson, 2008). Lors de 
leur formation, ces vésicules peuvent incorporer des protéines membranaires cargo 
qu’elles vont ensuite transporter jusqu’à leur destination. 
Les mécanismes de formation des vésicules de transport peuvent varier en 
fonction du type de membrane émettrice et de la nature des protéines cargo 
(Kirchhausen, 2000). Dans les étapes initiales de bourgeonnement, différentes 
protéines sont recrutées pour déformer la membrane émettrice. En fonction des 
étapes du transport concernées, les vésicules sont ensuite ornées de différents types 
de protéines caractéristiques dédiées au trafic intracellulaire. C’est notamment le 
cas des protéines Rab et des protéines SNARE (soluble NSF (N-ethylmaleimide-
sensitve factor)-attachment protein receptor). 
 
1a. Les protéines Rab 
 Les Rab constituent une branche de la super-famille Ras (Rat sarcoma) 
composée de petites protéines GTPasiques monomériques (ou petites protéines G). 
Plus de soixante protéines Rab ont été identifiées jusqu’à présent dans les cellules de 
mammifères (Zerial et McBride, 2001). Elles interviennent sélectivement dans toutes 
les étapes du trafic vésiculaire en qualité d’organisatrices des machineries de 
transport. 
 Les protéines Rab ont une taille de l’ordre de 20 kD. Elles sont isoprénylées de 
manière post-traductionnelle sur une cystéine de leur extrémité C-term (Kinsella et 
Maltese, 1992). Ceci leur confère une propriété d’ancrage à l’hémi-feuillet 
cytoplasmique des membranes. Par ailleurs, les Rab existent sous des formes 
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inactives et actives, lorsqu’elles sont liées au GDP ou au GTP respectivement 
(Grosshans et al., 2006). On parle de switch pour définir le passage de l’une à l’autre 
de ces formes. Cette propriété est partagée avec les autres protéines de type Ras et 
ceci sera développé en D1a. Selon leur état d’activation, certaines Rab s’associent 
à des protéines motrices qui sont impliquées dans la mobilité des vésicules le long du 
cytosquelette des cellules (la kinésine ou la dynéine pour les microtubules, ou les 
myosines pour les microfilaments d’actine ; Soldati et Schliwa, 2006). De plus, la 
localisation de leurs protéines régulatrices leur permet de guider les vésicules en 
cours de transit vers ces destinations (Cai et al., 2007). 
 
L’exploitation des propriétés des protéines Rab a permis à Riordan et ses 
collaborateurs d’identifier les voies de transport post-golgiennes empruntées par le 
canal CFTR suite à son exposition à la membrane plasmique (voir la figure 3). Dans 
un premier temps, cette équipe a construit des formes de CFTR (WT- ou F508del-) 
contenant une étiquette moléculaire HA (hémagglutinine) dans leur seconde 
boucle extracellulaire (Gentzsch et al., 2004). Après avoir vérifié que les propriétés 
biochimiques (maturation, stabilité et sensibilité de l’export à partir du RE vis-à-vis de 
la température) et fonctionnelles de ces canaux respectaient les caractéristiques 
des formes non étiquetées, ils ont utilisé des anticorps dirigés contre l’hémagglutinine 
pour visualiser directement la localisation du canal (à la membrane ou dans les 
compartiments intracellulaire suite à la fixation des anticorps aux protéines 
initialement exposées à la surface). De plus, celle-ci a été comparée avec la 
localisation de différents marqueurs du circuit d’endocytose/recyclage (Grant et 
Donaldson, 2009). Ainsi, ils ont pu détecter CFTR dans les endosomes précoces 
(localisés par la présence de la protéine EEA1 (early endosomal antigen 1)), les 
endosomes du recyclage (localisés par la présence de la transferrine), dans le 
compartiment TGN (trans-Golgi network ; localisé par la présence d’adaptine ") et 
dans les lysosomes (localisés par un marquage avec du lysotracker). 
Dans un second temps, les auteurs ont surexprimé différentes protéines Rab 
dans des versions sauvages (pour stimuler l’étape du transport dans laquelle elles 
sont impliquées) ou mutantes à effet dominant négatif (pour bloquer ces mêmes 
étapes). Cela leur a permis de montrer que Rab5 intervient dans l’internalisation du 
CFTR (WT- et F508del-) à partir de la surface cellulaire. De plus, ils ont observé que 
Rab7 favorise le transfert du canal des endosomes du recyclage vers les 
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lysosomes/MVB (multivesicular bodies). Cette étape conduirait à la dégradation 
lysosomale (indépendante du protéasome) de CFTR en mobilisant un mécanisme 
dépendant de l’ubiquitine. En effet, il a été montré que ce dernier est bloqué suite à 
une exposition prolongée à des inhibiteurs du protéasomes qui déplèterait 
l’ubiquitine disponible en stabilisant des protéines poly-ubiquitinylées normalement 
dégradées par le protéasome. De même, les auteurs ont pu noter que F508del-CFTR 
est beaucoup plus sensible à cette voie de dégradation que la protéine sauvage. 
Au contraire, suite à son internalisation, le canal WT-CFTR pourrait être recyclé à 
partir des endosomes du recyclage par un mécanisme dépendant de la protéine 
Rab11 d’une part, ou dépendant de Rab9 d’autre part (avec un passage par le 
TGN dans ce cas). En revanche, il a été observé que le recyclage à partir des 
endosomes précoces, et dépendant de Rab4, ne concerne pas le CFTR internalisé 
(Gentzsch et al., 2004). 
Riordan et ses collaborateurs ont proposé que les protéines F508del- et WT-
CFTR puissent être internalisées de manières comparables à partir de la membrane 
plasmique. Dans les endosomes du recyclage, la forme sauvage serait alors 
préférentiellement dirigée vers des voies de recyclage. La forme mutante, quant à 
elle, serait redirigée vers une voie de dégradation lysosomale dépendante de la 
disponibilité en ubiquitine libre. Par ailleurs, si l’inhibition de la dégradation lyosomale 
stabilise uniquement la forme mutante dans un compartiment intracellulaire (dans 
un état vraisemblablement inapte au recyclage), le blocage de l’internalisation de 
F508del-CFTR (dépendant de Rab5) ou la stimulation du recyclage (dépendant de 
Rab11) permettent d’augmenter la stabilité de la protéine mutante à la surface 
cellulaire. Ceci offrait dès lors de nouvelles perspectives de stratégies thérapeutiques 
ciblant les étapes distales de la voie de sécrétion du canal chlorure. 
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Figure 3 : La protéine CFTR et les Rab dans le compartiment post-golgien (d’après 
Guggino et Stanton, 2006) 
Conjointement, il a été montré qu’un mutant à effet dominant négatif de la 
protéine Rme-1 (assurant la sortie de protéines internalisées à partir des endosomes 
du recyclage) inhibe le recyclage du CFTR internalisé (Picciano et al., 2003). Cet 
effet est comparable à celui observé par Riordan et ses collaborateurs lors de la 
perturbation de l’étape dépendante de Rab11 (Gentzsch et al., 2004). Plus 
tardivement, le rôle de Rab11 a été précisé par des résultats indiquant que seule 
l’isoforme b de la protéine serait impliquée dans le processus de recyclage (Silvis et 
al., 2009). Enfin, des perturbations des activités de Rab4 (au niveau des endosomes) 
(Saxena et al., 2006) et Rab27a (au niveau des lysosomes/MVB) (Saxena et Kaur, 
2006) semblent pouvoir influencer le trafic intracellulaire de CFTR sans pour autant 
que les modalités de ces effets aient été clairement définies. La compilation de ces 
données indique que CFTR mobilise des mécanismes classiques du transport 
vésiculaire post-golgien impliquant les Rab (Ameen et al., 2007). 
 
1b. Les protéines SNARE 
Les SNARE constituent une famille regroupant trente-six membres chez 
l’Homme (Hong, 2005). Elles sont spécialement impliquées dans l’étape finale du 
transport vésiculaire : la fusion membranaire. De plus, il a été mis en évidence une 
spécificité d’intervention des protéines SNARE vis-à-vis des différentes étapes du 
trafic intracellulaire. 
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Les SNARE sont associées aux membranes par (1) la présence d’une 
succession d’une vingtaine d’acides aminés hydrophobes en C-term qui constitue 
un segment transmembranaire, (2) une isoprénylation ou une palmitoylation de 
cystéines en C-term qui fournit un mode d’ancrage aux hemi-feuillets 
cytoplasmiques, ou (3) une interaction directe avec d’autres SNARE membranaires. 
Par ailleurs, ces protéines possèdent un domaine d’homologie SNARE composé de 
soixante-dix acides aminés et structuré en hélice !. En s’associant entre eux, ces 
domaines forment des complexes hétéro-tetramériques enroulés en une structure de 
type coiled-coil (ou enroulement d’hélices !). La formation de ces complexes à 
partir de SNARE initialement associées à deux entités membranaires différentes 
conduit à l’hémi-fusion de ces deux membranes (seuls les feuillets cytoplasmiques 
sont fusionnés), puis à leur fusion complète par torsion du complexe SNARE (Jahn et 
Scheller, 2006). 
 
 La syntaxine 1A est la première protéine à avoir intégré le répertoire des 
SNARE impliquées dans la régulation de CFTR (Tang et al., 2011). Par ailleurs, c’est la 
protéine SNARE dont le mode d’action a été le plus précisément décrit. Bien que les 
SNARE soient classiquement connues pour leur influence sur le trafic vésiculaire, la 
syntaxine 1A se démarque en affectant directement l’activité du canal CFTR (Naren 
et al., 1997 ; Chang et al., 2002). Il a été montré qu’elle inhibe l’activité du canal 
chlorure par interaction directe (Naren et al., 1998). Cette inhibition nécessite 
l’ancrage de la syntaxine à la membrane et présente une sensibilité à la protéine 
Munc18 (ou n-sec1) qui stabilise une forme auto-inhibée de la syntaxine 1A (Naren et 
al., 1997). De même, il a été mis en évidence que la protéine SNAP23 s’associe à la 
syntaxine 1A et que c’est sous forme de complexe que ces SNARE régulent l’activité 
du canal (Cormet-Boyaka et al., 2002). En effet, dans le domaine SNARE de la 
syntaxine 1A, ce sont des acides aminés différents qui sont engagés soit dans 
l’interaction avec CFTR, soit dans la formation des complexes SNARE. Cette 
observation a permis d’envisager une association concomitante de la fonction 
primaire des SNARE dans la fusion membranaire avec l’interaction à différents 
partenaires (Ganeshan et al., 2003). Par ailleurs, la syntaxine 1A s’associe à 
l’extrémité N-term de CFTR dont une hélice # contient quatre acides aminés (D47, E51, 
E54 et D58 ; D : acide aspartique, E : acide glutamique) sur une même surface 
d’exposition. Dans le cadre d’études fonctionnelles de CFTR, il a été observé que 
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ces résidus interagissent avec une forme phosphorylée du domaine R du canal. 
Cette association participerait à l’activation du canal induite par sa phosphorylation 
(Naren et al., 1999). Ainsi, il est concevable que le complexe SNARE contenant la 
syntaxine 1A inhibe CFTR en maintenant son extrémité N-term dans un état 
incompatible avec sa participation à l’activation du canal. 
 Dans la foulée de la syntaxine 1A, d’autres protéines SNARE sont venues 
compléter la liste des partenaires de CFTR. Ces dernières semblent, quant à elles, 
réguler la fonction du canal en affectant son trafic intracellulaire. Pour sa part, notre 
laboratoire a identifié la syntaxine 8 par un criblage double hybride en utilisant le 
domaine R de CFTR comme appât (Thoreau et al., ,1999), avant de confirmer 
l’interaction entre la syntaxine 8 et CFTR par des techniques de biochimie (Bilan et 
al., 2004). Par ailleurs, un autre groupe a observé que le complexe SNARE constitué 
des syntaxines 7 et 8, vti1b et VAMP8 est impliqué dans la fusion homotypique des 
endosomes tardifs (Antonin et al., 2000 et 2002). Notre équipe a pu mettre en 
évidence que des perturbations de ce complexe sont à l’origine d’une diminution 
de l’activité de CFTR à la surface cellulaire. Celle-ci est corrélée à un blocage du 
canal lors de son cycle d’internalisation/recyclage, au niveau des endosomes du 
recyclage identifiés par la présence de la protéine Rab11a (Bilan et al., 2008). 
 Plus récemment, il a été observé que la syntaxine 3 est nécessaire au 
mécanisme d’exposition du canal CFTR à la surface de cellules intestinales, induit 
par l’AMPc (adenosine mono-phosphate cyclique) ou le GMPc (guanosine mono-
phosphate cyclique) (Collaco et al., 2010 a).  Par ailleurs, la syntaxine 16 (impliquée 
dans la fusion entre les endosomes du recyclage et le TGN) interagit avec l’extrémité 
N-term du CFTR et facilite son recyclage à partir des endosomes, en passant par le 
TGN (Gee et al., 2010). Enfin, il a été montré que la syntaxine 6 est mobilisée pour 
l’envoi du CFTR mature vers les lysosomes/MVB, à partir du TGN (Cheng et al., 2010). 
Pour assurer son rôle, la syntaxine 6 est associée à la protéine CAL (CFTR-associated 
ligand) qui interagit directement avec l’extrémité C-term de CFTR (bien que la 
syntaxine 6 puisse également interagir avec l’extrémité N-term de CFTR  
indépendamment de CAL (Cheng et al., 2010)). Ceci est détaillé dans la partie 
suivante. 
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1c. Les protéines à domaine PDZ 
 Les domaines PDZ (post synaptic density 95 (PSD95), drosophila discs large 
tumor suppressor A (DlgA), zona occludens 1 (ZO1)) s’imposent en tête des modules 
d’interaction protéine/protéine les plus fréquemment rencontrés. Ils sont composés 
de !80-100 acides aminés et s’organisent en successions de feuillets  ! et d’hélices # 
(Lee et Zheng, 2010)$ Ils ont la propriété de fixer de courtes séquences d’acides 
aminés à l’extrémité C-term de leurs partenaires. Les protéines contenant un ou des 
domaines PDZ sont régulièrement qualifiées de protéines PDZ. La présence d’autres 
types de modules d’interaction dans ces protéines (SH3 (Src homology), PH 
(pleckstrin homology), coiled coil, Pro-rich (domaine riche en prolines)…) les 
engagent dans l’organisation de complexes multi-protéiques : on parle également 
de protéines d’échafaudage. Par ailleurs, elles sont classées en deux catégories 
discriminées l’une de l’autre par la séquence ciblée par leur domaine PDZ (ou motif 
PDZ). Les séquences X(S/T)X% (S : sérine ; T : thréonine ; X : acide aminé quelconque ;&
% : acide aminé à chaîne latérale hydrophobe) sont les cibles des protéines PDZ de 
la première classe (PDZ1). La séquence DTRL1480 à l’extrémité C-term de CFTR est un 
exemple de ces motifs PDZ. Les séquences X%X% sont, quant à elles, les cibles des 
protéines PDZ de la seconde classe (PDZ2) (Brône et Eggermont, 2005). 
 Guggino et ses collaborateurs ont montré que la protéine CAL (aussi appelée 
GOPC (Golgi-associated PDZ and coiled coil motif-containing protein), PIST (TC10 
specific interacting protein) ou FIG (fused in glioblastoma)) est également impliquée 
dans le trafic intracellulaire du canal chlorure. Cette protéine cytoplasmique de 50 
kD possède deux domaines coiled-coil en N-term. Ces derniers sont impliqués dans 
sa localisation péri-nucléaire (à proximité du TGN), sa dimérisation et son interaction 
avec la protéine TC10 (Neudauer et al., 2001) et avec la syntaxine 6 (Charest et al., 
2001). La protéine CAL possède également un domaine PDZ1 dans sa partie C-term. 
Elle a été identifiée comme un partenaire de CFTR par un criblage double hybride 
en utilisant l’extrémité C-term du canal chlorure comme appât (les 51 derniers 
acides aminés ; Cheng et al., 2002). Les auteurs ont pu constater que le motif PDZ de 
CFTR interagit directement avec le domaine PDZ1 de CAL. Dans la même étude, il a 
été mis en évidence que (1) la surexpression de CAL conduit à une diminution de 
l’activité de CFTR à la surface cellulaire, (2) l’effet inhibiteur de CAL est corrélé à une 
réduction de la fraction des canaux exposée à la surface cellulaire, (3) la 
surexpression de CAL réduit l’adressage du CFTR néo-synthétisé de l’appareil de 
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Golgi vers la membrane plasmique et (4) une forme de CFTR dépourvue de son 
motif PDZ est insensible à la surexpression de CAL (Cheng et al., 2002). Enfin, les 
auteurs ont montré que les effets de la surexpression de CAL sont dissipés par la 
surexpression de NHERF1, par compétition pour l’interaction avec le motif PDZ de 
CFTR (Cheng et al., 2002). En effet, NHERF1 est une autre protéine PDZ dont il sera 
question ultérieurement. Cette dernière est normalement localisée dans le cortex 
cellulaire et elle s’associe à CFTR avec plus d’affinité que CAL (Cushing et al., 2008). 
Par la suite, le groupe de Guggino a constaté que la surexpression de CAL stimule la 
dégradation lysosomale du CFTR néo-synthétisé (à sa sortie du Golgi) et du CFTR 
exposé à la membrane plasmique (par un mécanisme dépendant de l’endocytose 
du canal) sans affecter la maturation du canal dans les étapes pré-golgiennes 
(Cheng et al., 2004). De plus, la même équipe a pu montrer que la petite GTPase 
TC10 interagit avec la protéine CAL sans affecter son association avec le motif PDZ 
de CFTR. La forme activée de TC10, en détournant ce complexe vers la surface 
cellulaire, stabilise ses deux partenaires et annihile l’effet de CAL sur la dégradation 
du canal chlorure (Cheng et al., 2005). Le groupe de Guggino a également identifié 
la syntaxine 6 comme un partenaire de CAL agissant à l’inverse de TC10. Son 
interaction avec CFTR (par l’intermédiaire de CAL) conduit au transport du canal 
chlorure du TGN vers les lysosomes (Cheng et al., 2010). Dès lors, les auteurs ont 
proposé un modèle dans lequel CAL est un partenaire direct de CFTR qui intervient 
en tant qu’adaptateur de partenaires indirects : la petite GTPase TC10 ou la 
syntaxine 6 (voir la figure 4). Ce modèle constitue un exemple caractéristique de la 
fonction d’échafaudage assurée par les protéines PDZ. Pour le transport 
intracellulaire de CFTR, CAL serait mobilisé comme pivot pour l’envoi sélectif du 
canal vers la dégradation lysosomale (dans des conditions basales) ou son 
adressage fonctionnel vers la membrane plasmique (dans ce cas l’activation de 
TC10 est nécessaire). Par ailleurs, ce rôle de CAL offre une cible thérapeutique 
potentielle pour les stabilisations biochimique et fonctionnelle du F508del-CFTR ayant 
préalablement franchi la barrière de l’ERAD (Wolde et al., 2007). En complément de 
ces données il a été observé que la protéine membranaire MUC3 (qui possède un 
motif PDZ1 similaire à celui de CFTR) est également un partenaire de CAL. Les 
protéines CFTR et MUC3 entrent en compétition pour interagir avec CAL et la 
surexpression de l’une entraine alors la stabilisation post-golgienne de l’autre 
(Pelaseyed et Hansson, 2011). 
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Par ailleurs, la protéine GRASP est également une protéine PDZ. Elle possède 
un domaine Pro-rich et deux domaines PDZ dont le premier (de type PDZ1) interagit 
avec le motif PDZ de CFTR (Gee et al., 2011). Précédemment, il a été indiqué 
comment GRASP participe au transport de CFTR du compartiment ERQC vers la 
membrane plasmique, sous certaines conditions. 
 
GRASP et CAL participent au transport intracellulaire de CFTR. Ultérieurement, 
d’autres protéines PDZ impliquées dans la stabilité et la régulation du canal chlorure 
à la membrane plasmique seront présentées. 
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Figure 3 | Model describing how molecular switches regulate CFTR trafficking. 
 
Figure 4 : Le transport post-golgien de CFTR (d’après Guggino et Stanton, 2006) 
 
2. CFTR : une protéine stable mais mobile dans le compartiment post-golgien
Si les modalités de transport vésiculaire et l’identification de protéines 
participant au trafic de CFTR ont fourni des informations sur la mobilité du canal dans 
le compartiment post-golgien, une attention particulière a été portée sur les 
mouvements de CFTR à partir de et vers la membrane plasmique. Comprendre les 
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modalités d’internalisation et de recyclage de CFTR d’une part et les mécanismes 
guidant les canaux internalisés vers la surface cellulaire ou les lysosomes d’autre part, 
sont devenus des objectifs de premier ordre afin d’identifier de nouvelles cibles 
thérapeutiques potentielles. 
 
2a. Les motifs d’internalisation de CFTR et les mécanismes d’endocytose 
 Collawn et ses collaborateurs ont été les premiers à montrer que la protéine 
CFTR possède des signaux d’internalisation intrinsèques. En fusionnant des portions 
des régions N-term (acides aminés 2 à 78) ou C-term (acides aminés 1390 à 1476) de 
CFTR avec un récepteur à la transferrine (TfR) dépourvu de son extrémité N-term 
(constituant normalement son unique domaine cytoplasmique), cette équipe a 
testé l’efficacité d’endocytose de ces protéines chimériques. Il a ainsi été observé 
que les deux portions de CFTR sont suffisantes pour induire une forte internalisation 
des chimères (Prince et al., 1999). De même,  il  a été constaté que les 40 derniers 
acides aminés de CFTR ne sont pas indispensables pour l’internalisation. Par ailleurs, 
après avoir répertorié les motifs potentiels d’internalisationiv, cette équipe a identifié 
la séquence Y1424DSI comme un signal d’endocytose de CFTR. En effet, des 
mutations Y!A (A : alanine) dans ce motif réduisent de !40 % l’internalisation (pour 
les protéines chimériques CFTR-TfR ou la protéine CFTR) par rapport à la séquence 
sauvage (Prince et al., 1999). L’investigation approfondie du rôle des motifs de la 
portion N-term a cependant été abandonnée puisque le CFTR mutant délété de 
cette extrémité ne se conforme pas au niveau du RE et n’atteint pas la membrane 
plasmique. Dans le prolongement de ces travaux, il a été mis en évidence que le 
motif YDSI de l’extrémité C-term de CFTR peut s’associer in vitro à la sous-unité 
adaptine # du complexe AP2v (adaptor protein complex 2) et que la mutation Y!A 
conduit à une diminution de !50 % de cette association (Weixel et Bradbury, 2000). 
La même équipe a également montré que c’est en fait la sous-unité '2 du 
complexe AP2 qui interagit directement avec le motif YDSI de CFTR. Par ailleurs, la 
surexpression d’une forme mutante de '2 (incapable d’interagir avec CFTR) réduit 
l’internalisation de CFTR de !60 % (Weixel et Bradbury, 2001). Ultérieurement, l’équipe 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
iv Motifs d’internalisation de type di-leucine ou dépendants d’une tyrosine comme 
les séquences YXX" ou NPXY (avec X : acide aminé quelconque, N : asparagine, P : 
proline, Y : tyrosine et " : acide aminé à chaîne latérale hydrophobe). 
v  Le complexe AP2 fait le lien entre les protéines cargo et la clathrine lors de 
l’internalisation des vésicules concernées. 
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de Collawn a constaté que l’isoleucine I1427 de CFTR est également impliquée dans 
le mécanisme d’internalisation mobilisant le motif YDSI (Peter et al., 2002).  
 Un autre modèle de protéines chimériques avec le domaine C-term de CFTR 
(acides aminés 1387 à 1480) a, quant à lui, permis à Lukacs et ses collaborateurs de 
proposer que les motifs F1413LVI (tyrosine-like motif) et L1430L (motif di-leucine) 
participent à l’internalisation du canal chlorure (par un mécanisme dépendant de la 
clathrine) au même titre que le motif Y1424DSI (Hu et al., 2001). 
 
 (1) L’internalisation de CFTR par des vésicules à clathrine,  (2) l’implication du 
complexe AP2 (composé des sous-unités #, !2, '2, (2) dans la formation des 
manteaux de clathrine et (3) l’intervention de la dynamine (une GTPase 
monomérique) pour assurer l’étape de fission des vésicules d’internalisation, sont des 
caractéristiques établies de l’endocytose du canal CFTR. Néanmoins, certaines 
étapes de ce processus restent sujettes à controverse. Récemment, il a été proposé 
que le complexe AP2 joue un rôle de structure des manteaux de clathrine sans pour 
autant être indispensable à la sélection des protéines CFTR candidates à 
l’internalisation. En effet, des déplétions partielles en protéine '2, ou la mutation Y!A 
du motif Y1424DSI de CFTR, n’affectent pas le recrutement du canal aux sites 
d’internalisation (CCP : clathrin-coated pit). Dans de telles conditions, c’est la 
protéine Dab2 (Disabled-2) qui  assurerait ces étapes de sélection et de recrutement 
(Cihil et al., 2012). Cette fonction CLASP (clathrin-associated sorting protein) de 
Dab2 a été décrite dans d’autres modèles. De plus, il a été montré que Dab2 peut 
s’associer à la myosine VIvi et qu’elle participe ainsi au processus d’internalisation de 
CFTR (Swiatecka-Urban et al., 2004 ; Collaco et al., 2010 b). Il a également été 
proposé que Dab2 puisse participer au transport du CFTR internalisé vers les 
lysosomes (Fu et al., 2012).  
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vi La myosine VI est une protéine motrice qui se dirige vers l’extrémité pointue des 
filaments d’actine (voir la partie D1c1 de l’introduction). Au contraire, la myosine Vb 
se dirige vers l’extrémité barbue des microfilaments et serait, quant à elle, impliquée 
dans le recyclage du CFTR internalisé (Swiatecka-Urban et al., 2007). 
! *(
2b. L’influence du statut de conformation de CFTR dans le compartiment post-
golgien 
2b1. L’instabilité post-golgienne du CFTR mal conformé 
En 2004, des travaux du groupe de Lukacs ont permis de franchir un pallier 
supplémentaire dans l’interprétation de l’instabilité de F508del-CFTR suite à son 
adressage à la membrane plasmique. Dans un premier temps, l’équipe a construit 
des formes de CFTR (WT-, F508del-, ou T70- (troncation des 70 derniers acides aminés 
de l’extrémité C-term)) contenant une étiquette moléculaire 3HA (hémagglutinine 
répétée trois fois) dans la quatrième boucle extracellulaire du canal (ECL4) (Sharma 
et al., 2004). En mettant en place des expériences comparables à celles du groupe 
de Riordan décrites précédemment, les auteurs ont pu confirmer l’instabilité du CFTR 
muté dans le compartiment post-golgien et noter que (1) la demi-vie du canal à la 
membrane plasmique diminue de !90 % pour les formes mutantes, (2) les canaux 
mutants préalablement internalisés sont dix fois moins efficacement recyclés à la 
surface que le WT-CFTR, (3) l’abondance de CFTR ubiquitiné (après la maturation 
golgienne) est vingt fois plus importante dans le cas des formes mutantes par 
rapport au WT-CFTR et (4) la mono-ubiquitination (mimée par la fusion d’une 
ubiquitine en C-term) de WT-CFTR semble réduire à la fois sa stabilité à la surface 
cellulaire et son efficacité de recyclage à la manière de ce qui est observé pour les 
canaux mutés (Sharma et al., 2004). Lukacs et ses collaborateurs ont alors envisagé 
que la conformation incorrecte du canal chlorure soit à l’origine de sa mono-
ubiquitination (successive à son internalisation) et que ceci détourne la protéine vers 
un processus de dégradation (au détriment de son recyclage). Cette théorie est 
basée, entre autres, sur l’existence du système protéique ESCRT (endosmal sorting 
complex required for transport ; Williams et Urbé, 2007). Composé de quatre sous-
éléments (ESCRT-0, I, II et III), ce dernier cible des protéines membranaires 
ubiquitinées au niveau des endosomes précoces ou de recyclage, entraine 
l’invagination de la membrane de ces vésicules lors de leur maturation en 
endosomes tardifs/MVBvii et aboutit à la dégradation des protéines cargo au niveau 
des lysosomes (Luzio et al., 2007 ; voir la figure 5). En faveur de cette théorie, il a été 
observé que l’inactivation thermique du système ESCRT confère aux F508del-CFTR et 
T70-CFTR une stabilité à la surface des cellules qui est comparable à celle de la 
protéine sauvage (sans modification de leur efficacité d’internalisation). De plus, 
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vii Dans les MVB, les protéines cargo se retrouvent dans des vésicules intra-luminales 
nommées ILV. 
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contrairement au WT-CFTR, les canaux mutants ou la forme sauvage fusionnée à 
l’ubiquitine interagissent avec des composants des complexes ESCRT-0 (Hrs 
(hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrat) et STAM (signal 
transducing adaptor molecule) qui constituent des adaptateurs reconnaissant les 
protéines mono-ubiquitinées), ESCRT-I (TSG-101 (tumor susceptibility gene-101)), 
ESCRT-II (hVps25 (vacuolar protein sorting 25)) et ESCRT-III (hVps32). De même, les 
auteurs ont mis en évidence que la reconnaissance par le système ESCRT du CFTR 
ubiquitiné, et non pas l’ubiquitnation du CFTR, est responsable de la réorientation du 
canal de la voie de recyclage vers la voie de dégradation lysosomale à partir des 
endosomes du recyclage (en utilisant un canal CFTR en fusion avec une forme 
mutante d’ubiquitine incapable de s’associer aux composants du complexe ESCRT-
0). Finalement, Lukacs et ses collaborateurs ont observé qu’une diminution de la 
température empêche l’orientation des canaux mutés vers les lysosomes à la 
différence du WT-CFTR en fusion avec l’ubiquitine (Sharma et al., 2004). 
Ultérieurement, des résultats similaires ont été obtenus avec des protéines 
CFTR mutées au niveau de leur(s) site(s) de glycosylation (Glozman et al., 2009). 
D’une part, ceci indique que l’export du RE peut se faire indépendamment de l’état 
de glycosylation (même si les motifs sucrés participent à l’acquisition de la 
conformation correcte du canal par un mécanisme indépendant de la calnexine, 
au niveau du RE). D’autre part, cela montre que l’origine de la conformation 
incorrecte de CFTR (mutation des sites de glycosylation, délétion de la phénylalanine 
F508 ou troncation des 70 derniers acides aminés) ne modifie pas sa propension à 
être réorienté vers la voie ELAD (endolysosomal-associated degradation) dans le 
compartiment post-golgien. 
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Figure 5 : Dégradation des protéines membranaires internalisées, par la voie ELAD 
dépendante du système ESCRT (d’après Williams and Urbé, 2007) 
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 Ces résultats ont permis à Lukacs et ses collaborateurs de proposer que (1) le 
WT-CFTR est efficacement recyclé suite à son internalisation et que ceci lui confère 
une stabilité élevée à la surface malgré un mobilité importante 
(internalisation/recyclage), (2) des mutants de CFTR mal conformés sont, quant à 
eux, réorientés vers une voie de dégradation lysosomale (ELAD), (3) la discrimination 
entre les formes correctement ou incorrectement conformées se fait par un système 
de contrôle de qualité conformationnelle en périphérie des cellules, (4) la mono- (ou 
multi-) ubiquitination des mutants pourrait avoir lieu au niveau des endosomes 
indépendamment de l’internalisation, (5) le système ESCRT prend en charge ces 
protéines cargo pour les guider vers la voie de dégradation lysosomes/MVB et (6) le 
CFTR muté peut échapper à l’ELAD si une diminution de la température prévient son 
ubiquitination suite à son internalisation. 
  
 En 2010, ces travaux ont été complétés lorsqu’il a été mis en évidence qu’un 
système de contrôle qualité (composé entre autre de la chaperone Hsc70, de sa 
co-chaperone DNAJA1 et des ubiquitine ligases UbcH5c et CHIP) intervient au 
niveau de la membrane plasmique pour reconnaître le CFTR mal conformé, 
l’ubiquitiner et stimuler son internalisation (Okiyoneda et al., 2010). Ainsi, 
l’ubiquitination de CFTR au niveau post-golgien serait mobilisée pour l’internalisation 
du canal d’une part et pour son orientation vers la voie de dégradation ELAD 
d’autre part. Ces mécanismes décrits par Lukacs et ses collaborateurs ont été 
observés par d’autres groupes en parallèle (Cholon et al., 2010). 
 
2b2. Ligase E3 et DUB : implications dans l’ELAD de CFTR 
 Une étude a été menée, en 2010, pour tester l’implication de l’ubiquitine 
ligase c-Cbl (casitas B-lineage lymphoma) dans la régulation post-golgienne de 
CFTR. A l’image des deux autres membres (Cbl-b et Cbl-3) de la famille RING (really 
interesting new genes), c-Cbl possède (1) un domaine TKB (tyrosine kinase binding, 
déterminant la spécificité vis-à-vis de ses substrats), (2) un domaine linker (participant 
à la régulation de l’activité E3 ligase) et (3) un domaine RING finger (assurant 
l’activité E3 ligase d’une part et recrutant des enzymes de type E2 d’autre part). 
Cette région N-term des Cbl supporte leur fonction enzymatique. Conjointement, c-
Cbl possède un domaine Pro-rich (site de fixation de domaines SH3) et un domaine 
UBA (ubiquitin-binding) en C-term (Thien et Langdon, 2005). Swiatecka-Urban et ses 
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collaborateurs ont montré que c-Cbl utilise ses régions N- et C-term 
indépendamment pour réguler l’orientation de CFTR vers la voie ELAD et 
l’internalisation du canal, respectivement (Ye et al., 2010). Les auteurs ont observé 
que (1) CFTR peut être ubiquitiné à la membrane des cellules et dans les 
endosomes, (2) c-Cbl peut s’associer à ces canaux et influencer leur stabilité à la 
membrane plasmique, (3) c-Cbl n’intervient pas dans la régulation de 
l’ubiquitination du CFTR de surface, (4) c-Cbl favorise l’internalisation de CFTR en sa 
qualité d’adaptateur mais indépendamment de sa fonction E3 ligase et (5) 
l’ubiquitination de CFTR par c-Cbl, restreinte au niveau des endosomes, participe à 
la réorientation des canaux vers la voie ELAD plutôt que vers leur recyclage 
fonctionnel en surface (Ye et al., 2010). 
 Cette année, une équipe a détaillé le mécanisme d’inhibition de l’activité de 
CFTR par des faibles doses d’arsenic, non cytotoxiques. Dans un premiers temps, les 
résultats ont mis en évidence une augmentation de la dégradation lysosomale du 
canal chlorure. Celle-ci est en fait causée par une augmentation de l’interaction 
entre c-Cbl et CFTR (successive à la phosphorylation de tyrosines de c-Cbl) 
conduisant à la multi-ubiquitination de CFTR dans les endosomes et à l’engagement 
du canal vers la voie ELAD (Bomberger et al., 2012). 
 
Par ailleurs, un criblage biochimique a identifié USP10 (ubiquitin-specific 
protease 10) comme une protéine à activité DUB (deubiquitin ligase, dont une 
centaine seraient codées dans le génome humain) ayant CFTR pour substrat au 
niveau des endosomes (Bomberger et al., 2009). Dans cette étude, il a été montré 
que USP10 participe à la dé-ubiquitination du CFTR multi-ubiquitiné au niveau des 
endosomes pour (1) favoriser ses stabilités biochimique et fonctionnelle à la surface 
cellulaire, indépendamment de son internalisation, (2) faciliter son recyclage vers la 
membrane plasmique et (3) limiter sa réorientation des endosomes vers la voie ELAD 
(Bomberger et al., 2009). 
Récemment, il a également été proposé que la protéine COMMD1 (copper 
metabolism gene MURR1 (mouse U2af1-rs1)) puisse influencer l’état d’ubiquitination 
de CFTR dans les endosomes. COMMD1 servirait d’adaptateur à des protéines à 
activité DUB sans que des mécanismes précis aient pu être proposés (Drévillon et al., 
2011). 
 
! *+
Ces données soulignent la multiplicité des implications de l’ubiquitination de 
CFTR dans les compartiments pré- et post-golgiens (voir la figure 6). D’une part, 
l’ubiquitination de CFTR au niveau du RE oriente des canaux mal conformés (mais 
fonctionnels) vers la voie de dégradation ERAD. D’autre part, un système 
périphérique de control de qualité conformationnelle peut également détecter, 
ubiquitiner et stimuler l’internalisation de canaux mal conformés ayant réussi à 
accéder à la membrane plasmique. De plus, l’ubiquitination de CFTR dans les 
endosomes sert au guidage préférentiel de ces canaux vers la voie de dégradation 
ELAD. Un équilibre dans l’intervention des ubiquitine ligases et des DUB est 
vraisemblablement maitrisé par les cellules pour réguler CFTR. Par ailleurs, l’éventail 
des motifs ubiquitinés (mono-, poly- ou multi-ubiquitination) et des résidus ciblés 
potentiels sur le canal chlorure constituent des paramètres offrant une diversité de 
modalités de régulation. 
D’un point de vue thérapeutique, ces propriétés ont éveillé un vif intérêt. Si 
des molécules correctrices détournent F508del-CFTR uniquement de la voie ERAD 
dans les étapes précoces de la voie de biosynthèse, la protéine reste néanmoins 
instable (bien que fonctionnelle) dans le compartiment post-golgien. Des composés 
limitant l’ubiquitination de CFTR dans les compartiments pré- et post-golgiens 
pourraient, quant à eux, rectifier la stabilité du canal mutant dans l’ensemble de la 
cellule  (Varga et al., 2008 ; Jurkuvenaite et al., 2010). 
 
Degradation by 
the 26S proteasome
C
O
N
H
Lys ProteinUb
UbUb
Ub
CUb
O
O
E1, E2, E3 enzymes De-ubiquitylating enzymes
E1, E2, E3 enzymes De-ubiquitylating enzymes
C
O
N
H
Lys
Endocytosis and
MVB sorting
Membrane
protein
Ub
MVB
cargo
Vesicle
Lysosome/
vacuole
Degradation
 
 
Figure 6 : Poly- et mono-ubiquitinations dans l’ERAD et l’ELAD (d’après Katzmann et 
al., 2002) 
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3. La relation intime de CFTR avec le cytosquelette d’actine 
3a. Le motif PDZ de CFTR et la stabilité du canal chlorure 
 Le groupe de Lukacs a été un des premiers à analyser les propriétés de 
mutants de CFTR tronqués, Tn (T : troncation en C-term ; n : nombre d’acides aminés 
manquants), dans leur extrémité C-term. En 1999, une première étude a mis en 
évidence l’influence de ces mutations sur la stabilité du canal chlorure. Il a alors été 
observé que des troncations affectant le domaine NBD2 empêchent la néo-
synthèse correcte de CFTR avant son export du RE. Pour des mutants tronqués 
conservant l’intégralité de leur NBD2, une déstabilisation peut s’observer mais 
uniquement dans le compartiment post-golgien (alors que ces mutants conservent 
des conductances similaires à celle de WT-CFTR). Par ailleurs, la taille des troncations 
affecte les propriétés post-golgiennes de ces mutants. Notamment, des mutants T26 
présentent des stabilités biochimique (demi-vie de !10 heures) et fonctionnelle 
comparables à celles du WT-CFTR, alors que pour des mutants T70 et T82 elles sont 
réduites de !80 % (Haardt et al., 1999). Le modèle qui sera proposé plus tard par 
Lukacs et ses collaborateurs (présenté dans le paragraphe précédent) explique 
pourquoi des troncations du Cterm de CFTR (conduisant à des conformations 
incorrectes détectées par un contrôle de qualité périphérique) entrainent une 
instabilité post-golgienne (Benharouga et al., 2001 et 2003). Cependant, l’origine de 
l’instabilité des canaux T26- au niveau de la membrane plasmique restait à 
déterminer. 
 L’hypothèse selon laquelle le motif PDZ de CFTR constitue un signal intrinsèque 
de polarisation apicale du canal (Moyer et al., 1999) a été un sujet controversé au 
début des années 2000. Elle a finalement été rejetée puisque l’orientation de 
l’adressage du CFTR néo-synthétisé est indépendante de la présence des trois 
derniers acides aminés TRL. En revanche, il a été constaté que ce motif agirait 
comme un signal de rétention à la surface cellulaire et que le recyclage du CFTR 
internalisé se fait vers des domaines enrichis en protéines PDZ (Swiatecka-Urban et 
al., 2002). La polarisation de CFTR serait donc (1) indépendante de la présence de 
signaux de localisation intrinsèques, (2) dépendante de l’association du canal avec 
des protéines PDZ (lors du recyclage notamment) organisées à la face apicale des 
cellules épithéliales et (3) sensible à la machinerie d’adressage du TGN vers la 
membrane plasmique (dépendante du type cellulaire étudié). 
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3b. Les protéines PDZ et ERM et l’organisation du cortex cellulaire 
Aux côtés de GRASP et CAL (présentées précédemment), quatre autres 
protéines PDZ interagissant avec CFTR ont été décrites (Guggino, 2004) : NHERF1 
(NHE-3 (Na+/H+ exchanger-3) regulatory factor 1 aussi appelée EBP50 (ERM 
(ezrin/radixin/moesin)-binding phosphoprotein 50)) (Short et al., 1998 ; Wang et al., 
1998), NHERF2 (aussi appelée E3KARP (NHE-3 kinase A regulatory protein)) (Sun et al., 
2000), NHERF3 (aussi appelée CAP70 (CFTR-associated ligand 70) ou PDZK1 (PDZ 
domain-containing 1) ou NaPiCAP1)) (Wang et al., 2000) et NHERF4 (aussi appelée 
IKEPP (intestine and kidney-enriched PDZ protein) ou NaPiCAP2)) (Hegedus et al., 
2003). La capacité de ces protéines à former des complexes multimériques de 
transporteurs membranaires autour de CFTR (liée à la présence de plusieurs 
domaines PDZ) pourrait influencer l’activité du canal chlorure et son rôle dans 
l’homéostasie ionique en général (Li et Naren, 2005). Parmi ces quatre protéines,
NHERF1 est celle qui a été la plus étudiée. Cette phospho-protéine de 50 kD se 
localise dans la zone sub-apicale des cellules épithéliales. Elle possède deux 
domaines PDZ (D1 et D2) en N-term qui l’impliquent dans la régulation de nombreux 
transporteurs possédant un motif PDZ (Brône et Eggermont, 2005). Un domaine ERM 
(ezrin/radixin/moesin-binding domain) en C-term est, quant à lui, mobilisé pour 
associer NHERF1 et ses partenaires au cytosquelette cortical d’actine. Cette 
association est indirecte et passe par l’intermédiaire des protéines de la famille ERM 
(voir la figure 7). 
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Figure 7 : NHERF1 en tant que protéine d’échafaudage entre CFTR et les protéines 
ERM impliquées dans l’ancrage au cytosquelette d’actine (d’après Guggino et 
Stanton, 2006) 
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Les protéines ERM sont composées de !600 acides aminés et contiennent trois 
domaines caractéristiques. Le premier domaine FERM (Four point one ERM ; !300 
acides aminés) en N-term permet une association avec le PIP2 (phosphatidylinositol 
4,5-bisphosphate (PdtIns(4,5)P2)) membranaire et est également impliqué dans 
l’auto-inhibition de ces protéines. Une longue hélice # centrale constitue ensuite un 
domaine d’interaction avec la sous-unité régulatrice de la PKA et explique que les 
ERM soient qualifiées de protéines AKAP (A-kinase anchoring protein). Le troisième 
domaine C-ERMAD (C terminal ERM-associated domain) contient, quant à lui, une 
séquence de 34 acides aminés impliquée dans l’interaction avec les filaments 
d’actine fibrillaire du cytosquelette. Les formes auto-inhibées des ERM (interaction 
entre les domaines FERM et C-ERMAD) sont incapables d’interagir avec l’actine mais 
peuvent être activées par la phosphorylation d’une thréonine du domaine FERM 
(T576, T564 et T558 pour l’ezrine, la radixine et la moesine respectivement). L’association 
des formes actives des ERM avec des protéines d’échafaudage comme les 
protéines PDZ est largement impliquée dans l’organisation de domaines fonctionnels 
spécialisés au niveau du cortex cellulaire (Fehon et al., 2010). 
 
(1) L’instabilité membranaire des mutants de CFTR dépourvus de motif PDZ, (2) 
l’existence de protéines d’échafaudage à domaine PDZ et ERM et (3) l’implication 
des protéines ERM dans l’organisation du cortex cellulaire et dans l’association au 
cytosquelette d’actine, sont trois des raisons qui ont motivé une analyse approfondie 
de la relation CFTR/NHERF1/stabilité membranaire du canal. 
 
3c. La relation entre CFTR, NHERF1 et le cytosquelette cortical d’actine 
En analysant la localisation de mutants de CFTR (substitution des résidus D, T, R 
ou L du motif PDZ par des alanines) et leur interaction avec NHERF1, il a été constaté 
que la thréonine T1478 et la leucine L1480 du motif PDZ de CFTR sont nécessaires à 
l’interaction optimale entre ces deux protéines. De plus, une corrélation directe 
entre l’activité du canal chlorure à la surface cellulaire et la capacité d’interaction 
CFTR/NHERF1 a pu être observée (Moyer et al., 2000). En complément, la polarisation 
apicale de CFTR (dépendante de son motif PDZ) mobilise un système qui peut être 
saturé par l’ajout d’un fragment C-term de CFTR exogène (Milewski et al., 2001). Plus 
récemment, il a été mis en évidence que la surexpression de formes sauvages de 
NHERF1 (pouvant être induite par une stimulation à l’oestradiol (Fanelli et al., 2008)) 
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augmente la quantité de canaux CFTR (WT- ou F508del-) fonctionnels à la surface 
cellulaire, alors que celle de formes mutantes de la protéine PDZ (mutations 
invalidantes des domaines PDZ1, PDZ2, ou ERM) la diminue (Guerra et al., 2005). De 
plus, les stabilités de mutants F508del-CFTR (dont la sortie du RE a préalablement été 
induite par une réduction de la température) à la membrane plasmique, et 
globalement dans le compartiment post-golgien, sont réduites par la déplétion de 
NHERF1 (Kwon et al., 2007). 
 Ces résultats sont cohérents avec ce qui avait été observé pour les mutants 
de CFTR tronqués en C-term. La compilation de ces données semble indiquer que 
NHERF1 participe à la stabilisation du CFTR de surface et que celle-ci prévient la 
dégradation du canal suite à son adressage à la membrane plasmique. 
 Un niveau de compréhension supplémentaire a été franchi grâce aux travaux 
de Casavola et ses collaborateurs. Cette équipe a pu préciser que la corrélation 
directe entre l’augmentation de la stabilité membranaire fonctionnelle de CFTR (WT- 
et F508del-) et la surexpression de NHERF1 nécessite (1) l ‘intégrité du cytosquelette 
d’actine (sensible à des drogues comme la cytochalasine D ou la latrunculine B), (2) 
la capacité d’interaction entre CFTR et NHERF1, (3) la capacité d’interaction entre 
NHERF1 et l’ezrine (alors qu’une forme tronquée de NHERF1 dépourvue de son 
domaine ERM augmente l’internalisation de CFTR), (4) la phosphorylation de la 
thréonine T567 de l’ezrine  et (5) la capacité d’interaction de l’ezrine avec le 
cytosquelette d’actine (Favia et al., 2010). Par ailleurs, ces travaux ont montré que 
NHERF1 (à la condition que son domaine ERM soit intègre) peut activer la petite 
protéine GTPasique RhoA (probablement indirectement puisque la forme active de 
l’ezrine est connue pour activer RhoA). Ceci servirait à maintenir l’ezrine sous forme 
active. L’inhibition de ROCK (Rho-associated protein kinase), un effecteur de RhoA 
(pouvant phosphoryler la thréonine T567 de l’ezrine), annihile, quand à elle, les effets 
de la surexpression de NHERF1 sur (1) l’activation de l’ezrine, (2) l’organisation du 
cytosquelette d’actine et (3) la régulation de CFTR (Favia et al., 2010). Cette année, 
la même équipe a complété ces résultats en montrant que la stabilisation 
fonctionnelle de CFTR à la membrane plasmique (par ancrage au cytosquelette 
cortical d’actine) dépend de la fonction AKAP de l’ezrine (sensible au peptide sHt31 
qui empêche l’interaction PKA/ezrine) et qu’en retour la présence de CFTR à la 
surface cellulaire est nécessaire à la compartimentation sub-apicale de l’AMPc et 
de la protéine PKA qui sont sollicités pour l’activation du canal chlorure (Monterisi et 
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al., 2012). CFTR semble donc influencer l’organisation de domaines sub-apicaux 
spécialisés et pourrait plus généralement intervenir dans le maintien de l’intégrité de 
la voie de sécrétion (Hollande et al., 2005). 
 
En association avec d’autres observations comparables (Haggie et al., 2004 
et 2006), ces résultats indiquent que la stabilité membranaire de CFTR nécessite les 
interventions conjointes de (1) NHERF1 qui sert d’adaptateur à CFTR (par interaction 
avec son motif PDZ), (2) l’ezrine qui joue un rôle pivot dans l’ancrage au 
cytosquelette d’actine et (3) l’actine fibrillaire dont l’organisation corticale doit être 
maintenue. 
 
3d. L’influence de N-WASP et notre hypothèse Cdc42 
 Un article de 2007 a inspiré le projet de thèse dont les résultats sont présentés 
dans ce manuscrit. Il a été observé que deux molécules (la wiskostatine et la 
latrunculine B) affectant l’organisation du cytosquelette d’actine de manières 
différentes (1) diminuent la quantité de canaux CFTR fonctionnels à la surface des 
cellules, (2) augmentent la quantité de canaux CFTR initialement localisés à la 
surface et se retrouvant dans le compartiment intracellulaire en fin de traitement 
(deux heures d’exposition aux drogues), (3) ne modifient pas la stabilité du CFTR 
dans le compartiment post-golgien, (4) augmentent l’internalisation et diminue le 
recyclage du canal chlorure et (5) provoquent des effets partiellement sensibles à la 
stabilisation membranaire de CFTR par des traitements avec un cocktail d’AMPc 
(Ganeshan et al., 2007). Dans la lignée des résultats présentés précédemment, ces 
observations suggèrent que l’ancrage de CFTR au cytosquelette d’actine (et donc 
la stabilisation à la membrane) peut être stimulé par phosphorylation (induite par la 
voie AMPc/PKA) mais que l’intégrité du cytosquelette d’actine est indispensable à 
un ancrage efficace. Il a ainsi été proposé que la wiskostatine et la latrunculine B 
augmentent la propension du CFTR de surface à être engagé dans le processus 
d’internalisation et diminuent l’efficacité de recyclage de CFTR. Cette dernière 
notion est en accord avec l’implication de l’actine fibrillaire et de la myosine VI dans 
le recyclage de CFTR, observée par ailleurs (Swiatecka-Urban et al., 2007). 
 De manière intéressante, alors que la latrunculine B et la wiskostatine 
provoquent des effets similaires, elles affectent l’organisation du cytosquelette 
d’actine de manières différentes. La latrunculine B est une toxine d’éponge marine 
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qui bloque mécaniquement l’élongation des microfilaments d’actine (voir la partie 
D1c1 de l’introduction). Pour sa part, la wiskostatine (Peterson et al., 2004) cible une 
protéine qui est impliquée dans l’organisation de l’actine corticale : N-WASP (neural-
Wiskott-Aldrich syndrome protein). Si N-WASP joue un rôle fondamental dans la 
maintenance du cytosquelette (voir les détails dans la partie D1 de l’introduction), 
elle intervient en tant que pivot dans des voies de contrôle de l’organisation de 
l’actine. Un des principaux activateurs de N-WASP est la protéine Cdc42 (cell division 
cycle protein 42). Sur ces bases, l’objectif de cette thèse a été de tester l’implication 
de Cdc42 dans la régulation du transport de CFTR, dont certaines étapes sont 
affectées par N-WASP (voir la figure 8 ; Okiyoneda et Lukacs, 2007). 
 
 
Figure 8 : N-WASP dans l’ancrage de CFTR au cytosquelette d’actine et 
l’internalisation du canal chlorure (d’après Okiyoneda et Lukacs, 2007) 
 
D. Les origines de notre projet 
 
1. La voie Cdc42 et la nucléation de l’actine fibrillaire 
1a. Cdc42 
Cdc42 est une des vingt-deux petites protéines G identifiées dans la famille 
des Rho GTPases de mammifères. Elle est impliquée dans divers processus 
biologiques tels que le maintien de la polarité des cellules, le contrôle de la 
morphologie cellulaire, le métabolisme des lipides, ou encore la régulation du cycle 
cellulaire (Jaffe et Hall, 2005 ; Melendez et al., 2011). Son rôle dans l’organisation du 
cytosquelette d’actine a particulièrement attiré notre attention. Alors que les 
membres de la branche Rho sont impliqués dans l’organisation des fibres de stress et
que ceux de la branche Rac régulent l’intégrité des lamellipodes, les membres de la 
branche Cdc42 (Cdc42, TC10 (ou RhoQ) et TCL (ou RhoJ)) interviennent dans 
l’organisation des filopodes (Etienne-Manneville et Hall, 2002). Il a également été 
montré, dans de nombreux contextes, que Cdc42 participe au trafic intracellulaire 
et pourrait intervenir dans les phénomènes d’endocytose (Harris et Tepass, 2010). 
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 Cdc42 est une protéine de !21 kD qui peut s’ancrer à l’hémi-feuillet 
cytoplasmique des membranes grâce à la géranylgéranylation d’une cystéine de 
son extrémité C-term. A la manière des autres petites protéines GTPasiques, Cdc42 
peut être perçue comme un commutateur moléculaire. Le passage de son état 
actif à son état inactif repose sur la présence des motifs switch I et switch II dans son 
domaine G (Wittinghofer et Vetter, 2011). Après avoir fixé du GTP, les petites 
protéines G arborent leur configuration active. Elles exposent alors des domaines 
d’interaction à certains de leurs partenaires (effecteurs ou régulateurs notamment ; 
Etienne-Manneville et Hall, 2002). Intrinsèquement, les petites protéines G hydrolysent 
inefficacement le GTP. Cependant, leur association avec des régulateurs à fonction 
GAP (GTPase-activating protein) accélère la réaction (Bernards, 2003). En 
association au GDP, la protéine va alors basculer sous sa configuration inactive. Elle 
perd dès lors sa capacité d’interaction avec ses effecteurs. Si la décharge du GDP 
est également une propriété intrinsèque des GTPases, une fois encore, celle-ci est 
naturellement inefficace. Néanmoins, des partenaires à fonction GEF (guanosine-
nucleotide exchange factor) peuvent favoriser cette opération (Schmidt et Hall, 
2002). En fixant à nouveau du GTP, la petite protéine G termine le cycle et retrouve 
sa configuration active. Par ailleurs, il est à noter que des protéines à fonction GDI 
(guanosine dissociation inhibitor) peuvent influencer la durée de la phase inactive 
en inhibant la dissociation du GDP d’une part, ou en extrayant les petites protéines 
G des membranes d’autre part (Hoffman et al., 2000 ; Garcia-Mata et al., 2011). Ces 
switch cycliques caractéristiques des petites GTPases monomériques (voir la figure 9) 
expliquent pourquoi elles sont qualifiées de commutateurs moléculaires. Leur 
intervention dans de nombreux processus biologiques dépend de la localisation des 
régulateurs GEF, GAP ou GDI d’une part et de la disponibilité de leurs différents 
effecteurs d’autre part (Jaffe et Hall, 2005). 
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Figure 9 : Cycle des petites GTPases monomériques (d’après Wittinghofer et Vetter, 
2011) 
 
 La forme active de Cdc42 (GTP-Cdc42) est connue pour participer à 
l’organisation du cytosquelette d’actine par l’intermédiaire des protéines de la 
famille WASP (Jaffe et Hall, 2005). Ces effecteurs mobilisent eux-mêmes le complexe 
protéique Arp2/3 (actin-related protein 2/3) pour catalyser la nucléation de l’actine 
fibrillaire (Goley et Welch, 2006). 
 
1b. N-WASP 
 N-WASP est une protéine NPF (nucleation-promoting factor) appartenant à la 
famille WASP. Celle-ci est composée des cinq membres : WASP, N-WASP et WAVE1, 2 
et 3 (ou Scar1-3). Initialement, des mutations du gène WASP ont été identifiées 
comme les causes du syndrome Wiskott-Aldrich. Cette maladie génétique récessive, 
liée au chromosome X, est responsable d’immunodéficiences. Par la suite, il a été 
mis en évidence que les protéines WASP sont directement impliquées dans 
l’organisation du cytosquelette d’actine (Takenawa et Suetsugu, 2007). 
 Contrairement à WASP qui est présente exclusivement dans les cellules 
hématopoïétiques, N-WASP est ubiquitaire. Par ailleurs, WAVE1, 2 et 3 n’ont pas de 
lien connu avec Cdc42. C’est la raison pour laquelle seules les caractéristiques de N-
WASP vont être présentées ci-dessous. Cette protéine présente plusieurs types de 
domaines qui lui permettent d’une part d’interagir avec différents partenaires et 
d’autre part d’induire la polymérisation de l’actine (Millard et al., 2004 ; voir la figure 
10). 
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La partie N-term de N-WASP contient (1) un motif WH1 (WASP homology 1) 
permettant l’interaction avec des partenaires à domaines riches en prolines, (2) un 
domaine basique (B) pour l’association au PIP2 membranaire, (3) un domaine CRIB 
(Cdc42/Rac-interactive binding) responsable de l’interaction avec la forme active 
de Cdc42 et (4) une région riche en prolines permettant l’association de N-WASP à 
des protéines à domaine SH3. Ces domaines participent de différentes manières à la 
régulation de N-WASP (cet aspect est abordé plus loin). Par ailleurs, la partie C-term 
de N-WASP contient un motif VCA qui supporte l’activité NPF de la protéine. On y 
retrouve deux domaines VH (verprolin homology domain ou domaine V) assurant la 
fixation d’actine monomérique et des domaines C (central domain) et A (acidic 
domain) qui interviennent conjointement dans l’interaction avec et l’activation du 
complexe Arp2/3. C’est en stimulant Arp2/3 que N-WASP participe à l’organisation 
du cytosquelette d’actine (Takenawa et Suetsugu, 2007). 
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Figure 10 : Organisation et interactions des domaines de N-WASP (d’après Takenawa 
et Suetsugu, 2007)
  
1c. Arp2/3 et nucléation de l’actine fibrillaire 
1c1. Les microfilaments d’actine et leur maintenance 
L’actine globulaire monomérique (actine G) est une ATPase de 43 kD qui peut 
s’organiser en microfilaments (actine fibrillaire ou actine F) et ainsi entrer dans la 
composition du cytosquelette cellulaire. Ces microfilaments sont polarisés et on 
distingue l’extrémité barbue (ou positive : +) de l’extrémité pointue (ou négative : -). 
La première, correspond au site d’incorporation de monomères d’actine G associés 
à une molécule d’ATP et la seconde, au site de dissociation d’actine G associée à 
une molécule d’ADP. 
La maintenance des microfilaments fait intervenir de nombreuses protéines 
ABP (actin-binding protein) pouvant s’associer à l’actine G ou F (Revenu et al., 
2004). Parmi elles sont retrouvées des protéines (1) de nucléation comme le 
complexe Arp2/3, les protéines Spire ou les formines (favorisant la nucléation de 
trimères d’actine G à l’origine de néo-filaments d’actine F), (2) de séquestration 
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telles que la thymosine ou la profiline (s’associant à l’actine G pour alimenter les 
filaments en cours d’élongation dans le cas de la profiline), (3) de coiffe comme les 
CAP (capping protein ; qui empêchent l’élongation de l’extrémité barbue en s’y 
associant), (4) de stabilisation comme la troponine et la tropomyosine (stabilisant 
l’actine F en s’y associant), (5) de fragmentation, à l’image des membres de la 
famille cofiline/ADF (actin depolymerizing factor ; fragmentant l’actine F et générant 
de nouvelles extrémités barbues libres), (6) de réticulation comme l’actinine # et la 
filamine (qui organisent les microfilaments à l’intérieur des filopodes et des 
lamellipodes respectivement) et (7) motrices comme les myosines (qui s’associent 
également aux vésicules membranaires et assurent leur motricité le long des pistes 
de transit constituées par les microfilaments). Leurs interventions séquentielles 
permettent notamment le modelage du cytosquelette lors du transport 
intracellulaire et lors des déformations membranaires nécessaires à l’endocytose ou 
au bourgeonnement vésiculaire (Doherty et McMahon, 2008). 
Par ailleurs, des toxines fongiques comme la cytochalasine D et la phalloïdine 
peuvent influencer l’organisation des microfilaments. La première se fixe aux 
extrémités barbues et annihile leur élongation alors que la seconde se fixe à l’actine 
F et la stabilise (Cooper, 1987). La latrunculine B empêche, quant à elle, l’élongation 
des microfilaments en séquestrant les monomères d’actine G (Spector et al., 1983). 
Les propriétés de ces drogues ont été détournées et sont utilisées dans différentes 
techniques de biologie cellulaire pour étudier le cytosquelette d’actine. 
 
1c2. Arp2/3 et la nucléation de l’actine F 
 Arp2/3 est un complexe protéique qui catalyse la nucléation de l’actine F à 
partir de microfilaments préexistants auxquels il s’associe (embranchement sur une 
fibre mère ; voir la figure 11). Les ébauches de ramifications qu’il met en place 
forment un angle de 70° par rapport à l’extrémité barbue de la fibre mère (Millard et 
al., 2004). Par la suite, ces ébauches peuvent être allongées et ceci participe à la 
densification du cytosquelette d’actine. 
 Le complexe Arp2/3 est composé de sept sous-unités. Les protéines Arp2 et 
Arp3 forment un dimère également appelé ARPC et les cinq autres protéines sont 
nommées ARPC1 à 5 selon la nomenclature HGN (human genome nomenclature ; 
disponible en ligne sur le site www.genenames.org). L’activité de Arp2/3 est régulée 
par son interaction avec d’autres protéines. La cortactine et la tropomyosine sont 
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des exemples respectifs d’activateurs et d’inhibiteurs du complexe. Cependant, les 
activateurs de Arp2/3 les mieux décrits sont les membres de la famille WASP. Dans le 
cas de N-WASP, les domaines C et A de son motif VCA en C-term interagissent 
directement avec le complexe Arp2/3 pour l’activer. Les domaines VH de N-WASP 
fournissent, quant à eux, un monomère d’actine G (associé à de l’ATP) et Arp2/3 
catalyse alors la nucléation d’une ramification sur la fibre mère (Takenawa et 
Suetsugu, 2007). 
 
 La cascade d’évènements présentée ci-dessus décrit le mode d’intervention 
de Cdc42 sur l’organisation du cytosquelette d’actine. Dans ce manuscrit, il a été 
choisi de parler de « voie Cdc42 » pour qualifier les événements ou les acteurs 
intervenant dans les différentes étapes de cette cascade (en amont de Arp2/3). 
 
2. Régulations de la voie Cdc42 
2a. En aval de Cdc42 
En aval de la voie Cdc42, le complexe Arp2/3 est activé par N-WASP. 
Cependant, la protéine N-WASP est naturellement retrouvée dans une configuration 
auto-inhibée dans les cellules (forme stabilisée par la wiskostatine (Peterson et al., 
2004)). Dans cet état, le domaine C du motif VCA interagit avec le domaine CRIB. 
Les domaines C et A du motif VCA sont alors incapables de s’associer au complexe 
Arp2/3 qui reste donc inactif (Prehoda et al., 2000). Cette auto-inhibition de N-WASP 
peut néanmoins être dissipée par une association avec Cdc42 (dans sa 
configuration active liée au GTP). En effet, lorsque le domaine CRIB de N-WASP 
interagit avec la forme active de la petite GTPase, le motif VCA est démasqué. N-
WASP, en complexe avec GTP-Cdc42, interagit dès lors avec Arp2/3 qui catalyse la 
nucléation de l’actine F (Millard et al., 2004). Par ailleurs, l’activité de N-WASP 
pourrait être régulée par l’interaction de son domaine B avec le PIP2 membranaire 
(Prehoda et al., 2000) et par phosphorylation (Suetsugu et al., 2002 ; Park et al., 2012). 
Une autre forme inactive de N-WASP peut exister dans les cellules. Elle fait 
intervenir des protéines riches en prolines comme WIP, CR16 ou WICH. En s’associant 
à son domaine WH1, WIP maintiendrait N-WASP dans un état insensible à la forme 
active de Cdc42 (Takenawa et Suetsugu, 2007). Néanmoins, il a été montré que 
Toca-1 (transducer of Cdc42-dependent actin assembly) peut restaurer cette 
sensibilité (Ho et al., 2004). En effet, cette protéine interagit avec la forme active de 
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Cdc42 d’une part (grâce à un domaine HR1 de type coiled coil) et à l’extrémité N-
term de N-WASP (riche en prolines) d’autre part (grâce à un domaine SH3). Par 
ailleurs, il a été montré que Toca-1 s’associe aux membranes et peut réguler leur 
courbure au même titre que les autres membres de la famille F-BAR (FER/CIP4 
homology and Bin/Amphiphysin/Rvsp) (Roberts-Galbraith et Gould, 2010). En 
présence de Toca-1, le complexe N-WASP/WIP changerait de conformation et N-
WASP redeviendrait alors activable par Cdc42 (Ho et al., 2004). Ces caractéristiques 
confèrent à Toca-1 une qualité de co-effecteur de Cdc42, au même titre que N-
WASP, dans le processus de régulation de l’organisation de l’actine induite par la 
petite protéine G.
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Figure 11 : Embranchement d’actine F induit par Arp2/3 et nucléation de l’actine F 
par la voie Cdc42 (d’après Goley et Welch, 2006) 
Les domaines GBD, PP et le motif WH2CA de N-WASP dans la figure correspondent 
respectivement aux domaines CRIB, Pro-rich et au motif VCA dans le manuscrit. 
2b. De nombreux GEF pour activer Cdc42 
Toutes les étapes citées précédemment ont lieu en aval de l’activation de 
Cdc42. Néanmoins, la petite protéine G est sous l’influence directe de régulateurs à 
fonction GEF, GDI ou GAP. Pour exemple, au moins vingt GEF de la famille Dbl 
(diffuse B cell lymphoma) ont été impliqués dans l’activation de Cdc42 (Rossman et 
al., 2005). De manière universelle, le domaine DH (Dbl homology ; constitué de !200 
acides aminés) interagit avec les motifs switch 1 et 2 des petites GTPases et y favorise 
l’échange de GDP par du GTP. De plus, un domaine PH (pleckstrin homology ; 
constitué de !200 acides aminés), retrouvé en C-term du domaine DH, participerait 
à l’association des GEF aux phosphoinositides membranaires mais également au 
processus d’activation des GTPases (Chhatriwala et al., 2007). Par ailleurs, des GEF 
de la famille Dock (ne possédant pas de domaine DH-PH en tandem), comme la 
zizimine 1 (aussi appelée Dock9), peuvent également activer Cdc42 (Meller et al., 
2002). La compartimentation des GEF dans des domaines membranaires spécialisés 
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et leur régulation sous l’influence de différentes voies de signalisation participent à 
l’activation régulée de Cdc42 (Melendez et al., 2011). Celle-ci est maitrisée dans le 
temps et spatialement localisée pour conduire à des remodelages fonctionnels du 
cytosquelette (Doherty et McMahon, 2008). Ce dernier aspect de la régulation de la 
voie Cdc42 n’a pas été étudié lors des travaux présentés dans ce manuscrit. 
 
3. Notre projet : cytosquelette d’actine, voie Cdc42 et trafic intracellulaire de CFTR 
 L’actine intervient dans l’organisation du cytosquelette cellulaire en tant que 
composant structural des microfilaments. Ceux-ci sont utilisés comme voies de transit 
pour le transport vésiculaire en complément des microtubules (en relation avec des 
protéines motrices ; Soldati et Schliwa, 2006). Le réseau d’actine F constitue 
également le cortex sous membranaire qui stabilise un certain nombre de protéines 
de surface (par l’intermédiaire des protéines d’échafaudage de type ERM ; Fehon 
et al., 2010). De plus, les processus dynamiques d’organisation de l’actine fibrillaire 
(nucléation et polymérisation) sont impliqués dans des événements de déformation 
membranaire notamment observés lors de l’endocytose à partir de la membrane 
plasmique (Kaksonen et al., 2006 ; Boulant et al., 2011). 
 Par ailleurs, le contrôle de la dynamique du réseau d’actine par la voie 
Cdc42 a été impliqué dans plusieurs étapes du transport intracellulaire. Ceci a 
notamment été observé dans différents modèles cellulaires, lors du trafic rétrograde 
entre le Golgi et le RE (Luna et al., 2002), lors du transit entre les endosomes du 
recyclage et la membrane plasmique (Xie et al., 2011) et lors du processus 
d’endocytose dépendant de la clathrine (Bu et al., 2010). 
 
Ainsi, (1) la relation intime entre l’organisation du cytosquelette cortical 
d’actine et la stabilité de CFTR à la surface cellulaire, (2) le lien entre la protéine 
CFTR et les protéines d’échafaudage du cortex sous-membranaire, (3) la présence 
des microfilaments d’actine dans les processus d’internalisation et de recyclage du 
canal chlorure, (4) l’influence de la protéine N-WASP sur la régulation de CFTR, (5) le 
rôle pivot de N-WASP dans l’organisation du cytosquelette d’actine contrôlée par la 
voie Cdc42 et (6) l’implication de la voie Cdc42 dans plusieurs étapes du trafic 
intracellulaire dans différents modèles, intègrent la liste des arguments qui nous ont 
conduits à analyser l’influence de la voie Cdc42 sur les propriétés du transport 
intracellulaire de la protéine CFTR. 
! +%
IV/Matériel et méthodes 
 
1. Cellules 
La lignée CFBE41o- est issue d’un patient mucoviscidosique. Ces cellules 
épithéliales bronchiques sont homozygotes pour la mutation F508del de CFTR. Le 
niveau d’expression de ce gène (contrôlé par RT-PCR ; Bebok et al. 2005) ne permet 
pas la détection de protéine CFTR endogène par des techniques classiques de 
biochimie (western blot). L’équipe de John Paul Clancy a produit (Bebok et al., 2005) 
deux lignées de CFBE41o- surexprimant de façon stable (maintien par la pression de 
sélection exercée par la puromycine) une protéine CFTR d’origine exogène (sous la 
forme sauvage WT-CFTR ou la forme mutée F508del-CFTR). (1) Leur prolifération 
rapide dans un milieu de culture conventionnel, (2) leur transfection efficace avec 
des ARN ou des ADN, (3) leur croissance sur support plastique ou filtre semi-
perméable, (4) l’expression de la protéine CFTR à un niveau permettant 
d’entreprendre des techniques de biochimie et (5) leur capacité à former une 
monocouche polarisée utilisable pour des techniques de physiologie des canaux 
membranaires, comptent parmi les caractéristiques des CFBE41o- qui en font des 
modèles utilisés pour de nombreuses études. La lignée CFBE41o- surexprimant de 
manière stable la protéine WT-CFTR a été utilisée pour les travaux présentés dans ce 
manuscrit. Elle est nommée « CFBE-WT » dans l’ensemble des résultats. 
 
2. Culture cellulaire 
Les cellules sont cultivées dans un milieu Minimum Essential Medium + 
GlutaMAX™-1 (#MEM ; Invitrogen) supplémenté de 10 % de sérum de veau fœtal 
(SVF ; Eurobio), de pénicilline (Panpharma) à 100 IU/mL, de streptomycine 
(Panpharma) à 100 µg/mL et de puromycine (Invivogen) à 0,5 µg/mL. Sur support 
plastique ou filtre semi-perméable, les cellules sont incubées à 37°C dans une 
atmosphère contenant 5 % de CO2 et sous une hygrométrie stable. Toutes les 48 
heures, le milieu de culture est renouvelé après un lavage des cellules, qui adhérent 
à leur support de culture,  avec du PBS (Phosphate Buffered Saline ; Lonza). Dans le 
cas des cultures sur filtre, seule la partie baso-latérale des cellules est mise en 
contact avec du milieu, suite à l’obtention d’une monocouche polarisée. Ces 
conditions de culture avec une interface air/liquide sont utilisées pour reproduire 
l’organisation structurale naturelle des cellules épithéliales pulmonaires. 
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Les différentes expériences de biochimie sont réalisées en utilisant des 
conditions de confluence identiques : au jour J-1, les cellules sont lavées dans deux 
bains successifs de PBS puis incubées 5 minutes à 37°C avec la solution préchauffée 
de 0,25 % trypsine-EDTA (Sigma ; 25 µL/cm2). Cette étape permet de décrocher les 
cellules de leur support plastique en clivant les protéines les associant à la matrice 
extracellulaire. Elle est ensuite interrompue par ajout de quatre volumes de milieu de 
culture (contenant du SVF constituant un excès de substrat pour la trypsine) pour un 
volume de solution de trypsine/EDTA. Une fois mises en suspension dans un volume 
choisi de #MEM, les cellules sont comptées sur cellule de Malassez puis ensemencées 
à 25000 cellules par cm2 pour obtenir 50 % de confluence au jour J. Dans ces 
conditions les cellules peuvent être transfectées au jour J en suivant les instructions 
du kit Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen). La population cellulaire ainsi obtenue est 
confluente 48 heures après transfection, au jour J+2. Ceci constitue le moment 
auquel sont alors réalisées les expériences de biochimie. Ce schéma 
d’ensemencement a été utilisé pour l’ensemble des expériences afin de limiter 
l’influence du niveau de confluence des cultures sur la nature des résultats observés. 
La culture sur filtre constitue une exception puisque, dans ce cas, les cellules sont 
ensemencées à 75000 cellules par cm2 à J-1. Ces conditions permettent d’obtenir 
100 % de confluence dès J0 et une monocouche de cellules polarisées dès J+7. 
 
3. Plasmides pcDNA3-EGFP et surexpression de la protéine Cdc42 
La quantité de Cdc42 a été artificiellement augmentée, dans les CFBE-WT, 
par surexpression. Ces conditions ont été obtenues par transfection des cellules avec 
le vecteur pcDNA3-EGFP. L’utilisation de ce plasmide a été choisie essentiellement 
pour trois raisons. (1) La nature de ce vecteur permet de sélectionner les cellules 
ayant intégré le plasmide suite à la transfection : la cassette Neor confère aux 
cellules eucaryotes une résistance à l’antibiotique G418. (2) Le gène EGFP code 
pour la Green Fluorescent Protein (GFP). Cette protéine fluorescente (longueurs 
d’ondes d’excitation et d’émission de 488 et 507 nm respectivement) permet une 
visualisation facilitée des cellules transfectées avec le pcDNA3-EGFP. (3) La 
localisation du site multiple de clonage permet l’insertion de séquences codantes 
d’intérêt en phase avec le cadre de lecture du gène EGFP. L’expression des 
transgènes obtenus entraine alors la synthèse de protéines possédant la GFP à leur 
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extrémité N-term. Cette étiquette de 27 kD peut être utilisée comme traceur pour 
suivre la protéine d’intérêt à laquelle elle est fusionnée. 
Quatre versions de ce plasmide ont été utilisées : pcDNA3-EGFP, pcDNA3-
EGFP-Cdc42-wt, pcDNA3-EGFP-Cdc42-Q61L et pcDNA3-EGFP-Cdc42-T17N. Elles 
proviennent de la société Addgene (références 13031, 12975, 12986 et 12976 
respectivement). La transfection des cellules par la version originale du vecteur a été 
utilisée comme témoin. Elle représente un contrôle des effets qui pourraient être 
attribués à la surexpression de protéines exogènes. La transfection des cellules par le 
pcDNA3-EGFP-Cdc42-wt permet la surexpression de la forme sauvage (wild type ou 
WT) de la protéine Cdc42, en fusion avec la GFP. Les deux dernières versions 
permettent, quant à elles, la surexpression de formes mutées de Cdc42. T17N est une 
mutation du gène CDC42 codant pour une forme de Cdc42 à effet dominant 
négatif (déficiente pour la fixation du GTP). La mutation Q61L, en revanche, entraine 
la synthèse d’une forme constitutivement active de la protéine (sans activité 
GTPasique). Ces trois derniers vecteurs ont été utilisés dans le but d’analyser les 
conséquences de l’expression des différentes formes de Cdc42. Ceci devait 
constituer une étape préalable à l’étude de leur effet sur les propriétés de la 
protéine CFTR. 
 
4. ARN interférence 
L’ARN interférence (ou RNAi pour RNA interference en anglais) participe, 
entre autres, à la régulation de l’expression des gènes à un niveau post-
transcriptionnel. Ce phénomène repose sur les propriétés du complexe RISC (RNA-
induced silencing complex), qui est notamment présent dans les cellules eucaryotes 
animales. Ce dernier s’associe à des structures particulières de duplex d’acides 
ribonucléiques et les fragmente en tronçons de !21 paires de bases. Naturellement, 
ces duplex existent grâce à certains gènes produisant des micro ARN (miRNA en 
anglais). Ceux-ci sont complémentaires d’ARN messagers (ARNm) issus de 
l’expression de gènes codant pour des protéines. La formation de duplex d’ARN 
entre ces deux molécules fournit un substrat à l’activité endonucléase du complexe 
RISC qui va alors dégrader l’ARNm avant sa traduction. Alternativement, le 
complexe RISC peut inhiber la traduction des ARNm sans que leur dégradation n’ait 
lieu. L’ARN interférence réduit ainsi la synthèse d’une protéine donnée. 
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Ce principe a été détourné dans les laboratoires pour diminuer artificiellement 
l’abondance des protéines dans des cellules. Dans ce manuscrit, il a été choisi de 
parler de déplétion de protéines par RNAi. Par transfection, des siRNA (small 
interfering RNA) peuvent être délivrés dans le cytoplasme de cellules en culture. Ces 
siRNA sont des duplex d’ARN de 21 paires de bases, synthétisés chimiquement, de 
séquence choisie et dont l’un des brins est complémentaire d’un ARNm d’intérêt. Ils 
peuvent être incorporés au complexe RISC et guider ce dernier pour l’ARN 
interférence de la protéine correspondante. Cette approche présente ainsi une 
spécificité de ciblage avantageuse. Cette propriété est assurée par la 
complémentarité des bases entre les siRNA et l’ARNm. Le séquençage du génome 
humain et la disponibilité des séquences dans les banques de données permettent 
une utilisation facilitée de cette technique. La fonction d’une protéine peut alors 
être étudiée en traduisant les effets liés à la diminution de son abondance. 
 
5. Transfection des cellules 
La transfection des cellules a uniquement été réalisée sur des cultures sur 
support plastique. La diminution de la quantité de protéines d’intérêt a été induite 
par ARN interférence. Dans ce cadre, des cultures à 50 % de confluence sont 
soumises au protocole indiqué par le fournisseur du kit Lipofectamine™ 2000. Au jour 
J, le bain de #MEM des cellules est renouvelé. Dans un premier temps, la 
Lipofectamine est diluée dans du milieu Opti-MEM®1 Reduced Serum Medium 
(Invitrogen) et incubée 5 minutes à température ambiante. Séparément, les duplex 
de siRNA d’intérêt (séquences en annexe A1) sont dilués dans le même type de 
milieu. Après mélange des deux solutions et incubation à température ambiante 
pendant 20 minutes, l’ensemble est ajouté aux cultures cellulaires puis réparti de 
manière homogène. Les techniques de biochimie ont été réalisées 48 heures après 
la transfection. 
Dans le cas des transfections des cellules par des plasmides, nous avons utilisé 
le kit FuGENE®6 (Roche) en suivant les instructions du fournisseur. Alors que le kit 
Lipofectamine est également indiqué pour la transfection de cellules par des 
plasmides, entre nos mains, le protocole indiqué par Invitrogen entrainait une forte 
mortalité cellulaire, quand bien même certains paramètres de transfection étaient 
modifiés. La pression de sélection commence à être ajoutée au milieu de culture 48 
heures après la transfection pour obtenir une lignée stable. 
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6. Traitements pharmacologiques des cellules 
Les conditions d’ensemencement des cellules décrites pour la transfection ont 
également été utilisées pour les traitements pharmacologiques. Cela évite d’avoir 
une influence du niveau de confluence entre différents types d’expériences. Les 
drogues utilisées ont été appliquées dans le milieu de culture des cellules, pendant 
30 minutes, avant de procéder aux différentes techniques de biochimie (sauf 
indication contraire). Lors des expériences d’internalisation décrites par ailleurs, 
l’étape d’endocytose a également été réalisée en présence de la drogue étudiée. 
 La cytochalasine B (Sigma) est utilisée à 10 µM pour inhiber la polymérisation 
de l’actine. La wiskostatine (Sigma) est utilisée à 10 ou 100 µM comme inhibiteur de 
la protéine N-WASP. Le ML-141 est utilisé à 10 µM pour inhiber la protéine Cdc42. Ce 
dernier a récemment été mis au point par le KU Specialized Chemistry Center 
(University of Kansas) et a été décrit comme un puissant inhibiteur sélectif de la 
petite protéine GTPasique Cdc42 (Surviladze et al., 2010). Il nous a été 
généreusement fourni par le Docteur Jennifer E. Golden (University of Kansas) à une 
concentration de 1 mM dans du dimethylsulfoxide (DMSO). La concentration 
d’utilisation requise pour le ML-141 est de 10 µM. Nous avons ainsi utilisé comme 
condition contrôle une incubation des cellules avec 1 % (v/v) de DMSO pendant 30 
minutes. De même, pour les traitements à la wiskostatine et à la cytochalasine B 
(également diluées dans du DMSO), la concentration en DMSO a été ajustée à 1% 
(v/v) afin de pouvoir comparer ces trois types de traitements à la même condition 
contrôle. 
 
7. Préparation d’échantillons protéiques 
Les différentes étapes des techniques de biochimie décrites dans les 
paragraphes suivants sont réalisées sur glace, à 4°C, et avec des solutions pré-
refroidies (sauf indication contraire). Ceci limite une éventuelle dégradation des 
protéines lors de la manipulation des échantillons. Par ailleurs, cela fige le trafic 
vésiculaire et la mobilité membranaire lors des étapes précédant la lyse. 
Les cellules sont lavées, sur leur support de culture, par trois bains successifs de 
PBS. Le PBS est soigneusement éliminé puis le tampon de lyse cellulaire est appliqué 
sur le tapis cellulaire (10 µL/cm2). Ce tampon de lyse, à pH 7,5, est composé de Tris 
10 mM, DOC 0,5 % (w/v), NP-40 1 % (v/v) et contient 1 mM de Pefabloc® SC (AEBSF ; 
Fluka analytical) ainsi que le cocktail d’inhibiteurs de protéases Complete (Roche). Il 
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permet de solubiliser les membranes et d’en extraire les protéines tout en conservant 
leur intégrité. Les cellules sont ensuite décrochées mécaniquement au grattoir puis 
les lysats bruts sont collectés. Après un passage de 20 secondes au vortex, ils sont 
incubés 30 minutes sur glace. Suite à un second passage au vortex, les lysats sont 
clarifiés par centrifugation à 16500 g, à 4°C, pendant 5 minutes. Le surnageant 
obtenu (nommé « lysat clair » dans ce manuscrit) est dépourvu de la composante 
nucléaire initialement présente dans le lysat brut. Les protéines du lysat clair sont 
ensuite dosées par la technique de l’acide bicinchoninique (Sigma). Complétés de 
tampon de lyse pour obtenir une concentration protéique de 2 µg/µL, les lysats sont 
finalement mélangés avec un volume identique de solution de Laëmmli 2X (Tris 125 
mM, SDS 4,5 % (v/v), glycérol 30 % (v/v), bleu de bromophénol 0,002 % (w/v), à pH 
6,8). Cette solution est complétée extemporanément de 5 % (v/v) de 1-Thioglycérol). 
Après un passage sur le vortex pendant 20 secondes, les échantillons ainsi obtenus 
sont dénaturés 60 minutes à 37°C avant d’être stockés à -20°C. Ce mode opératoire 
permet de conserver à long terme des échantillons protéiques de concentrations 
identiques. L’analyse par western blot se fait donc à partir de mêmes volumes 
d’échantillon pour chaque dépôt. Ceci évite de perturber les profils de migration lors 
des électrophorèses et permet une meilleure lisibilité des résultats.  
 
8. Western blot et immunodétection 
Les échantillons protéiques sont soumis à une électrophorèse en gel 
d’acrylamide, en conditions dénaturantes (SDS-PAGE). Pour les échantillons de 
« protéines totales », 20 µg sont utilisés. Pour les techniques de purification décrites 
dans ce manuscrit, l’intégralité des échantillons obtenus est utilisée. La composition 
des gels et leur choix en fonction de la masse moléculaire relative des protéines à 
analyser sont indiqués en annexe A2. L’électrophorèse est réalisée avec le système 
Hoefer SE 250 Mini-Vertical Gel Electrophoresis Unit (Hoefer). Le tampon de migration 
TG-SDS 10X (Tris 0,25 M, glycine 1,92 M, SDS 1 % (v/v) ; Uptima) dilué au 1/10ième est 
utilisé pour la migration. Celle-ci a lieu pendant environ 45 minutes, sous ampérage 
constant (30 mA/gel en cours de migration). Le voltage est un paramètre important 
qui doit être contrôlé lors de la migration : il doit être limité à une valeur de 250 V et, 
le cas échéant, la fin de la migration est réalisée avec des valeurs d’ampérage 
décroissantes. Les protéines sont ensuite transférées sur membrane de nitrocellulose 
Hybond ECL (GE Healthcare), avec le système Mini-Trans-Blot® Electrophoretic 
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Transfer Cell (Bio-Rad). Ceci est réalisé à 4°C dans le tampon TG-SDS 10X dilué au 
1/20ième et complété de 1/5ième d’éthanol. Lors de cette étape, l’ampérage est 
maintenu à 200 mA (les valeurs de voltage permettant un transfert de bonne qualité 
sont comprises entre 70 et 90 V pour ce système). Le temps de transfert a été mis au 
point en fonction de la concentration en acrylamide des gels. Les transferts à partir 
de gels " 8 % durent une heure alors que pour des gels ! 10 % la durée de transfert 
est réduite à 40 minutes. En fin de transfert, les membranes sont plongées dans un 
bain de PBS complété de Tween-20 à 0,1 % (v/v) (PBST). 
La composition des échantillons soumis au western blot décrit ci-dessus a été 
analysée par immunodétection et les signaux obtenus ont été quantifiés. Les 
membranes sont saturées une heure à 4°C avec une solution de PBST contenant 5 % 
(w/v) de lait écrémé lyophilisé (PBST-M). Lors de cette étape, les sites de fixation non 
spécifique sont masqués (sites d’adsorption des anticorps utilisés dans les étapes 
suivantes). Après trois lavages rapides au PBST puis trois bains successifs de 5 minutes, 
les membranes sont immergées dans une solution d’anticorps dirigés contre la 
protéine d’intérêt en cours d’analyse (composition des solutions d’anticorps 
primaires en annexe A3), pendant une nuit, sous agitation douce, à 4°C. Les 
membranes sont alors rincées trois fois au PBST puis lavées trois fois 5 minutes. Une 
solution d’anticorps secondaires couplés à un système de révélation par 
luminescence (et dirigés contre les anticorps primaires utilisés lors de l’étape 
précédente) est ensuite utilisée pour immerger les membranes, pendant une heure, 
à 4°C, sous agitation douce (voir composition en annexe A3). Finalement, après trois 
rinçages des membranes avec du PBST, les résultats d’immunodétection sont révélés 
à l’aide du kit Enhanced ChemiLuminescence™ (ECL) Western Blotting Analysis 
System (GE Healthcare). Les signaux obtenus sur films photographiques High 
Performance Chemiluminescence Film (GE Healthcare) sont scannés puis quantifiés 
à l’aide du logiciel Scion Image. Les valeurs obtenues dans différentes conditions 
sont comparées et la significativité des différences est soumise au test de 
comparaison multiple de Dunnett (*** : p<0,001, ** : p<0,01, * : p<0,05, ns : non 
significatif, n : nombre d’expériences indépendantes (analyses en double 
exemplaire dans le cas des western blots)). 
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9. GST-Pull down 
Cette technique permet de mettre en évidence l’interaction de protéines 
issues de lysats cellulaires avec une protéine recombinante en fusion avec la GST 
(Glutathion S-Transferase). Cette dernière est ajoutée au lysat clair et  sert d’appât 
lors de l’étape de capture. 
En suivant le mode opératoire décrit précédemment les lysats clairs sont 
obtenus en utilisant le tampon de lyse cellulaire LIL (Tris 25 mM, NaCl 150 mM, MgCl2 
5 mM, NP-40 1 % (v/v), DTT 1 mM, glycérol 5 % (v/v), à pH 7,5) également complété 
d’inhibiteurs de protéases. 10 µg de protéines GST-PAK-CRIB-domain ou GST-
Rhotekin-Rho-binding domain, pré-fixées sur des billes de Gluthatione Sepharose 4 
Fast Flow (GE Healthcare), sont alors ajoutés à un volume de lysat clair contenant 
500 µg de protéines. Ce mélange est ensuite incubé pendant la nuit à 4°C sous 
agitation douce. Lors de cette étape, les protéines de fusion vont respectivement 
interagir avec les petites protéines GTPasiques Rac1 et Cdc42, ou RhoA, ayant fixé 
du GTP. Les complexes ainsi formés sont alors isolés par centrifugation puis les billes 
sont lavées trois fois avec du tampon NET (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, NP-
40 0,05 % (v/v), à pH 7,4). Les billes sont finalement dénaturées avec 15 µL de solution 
de Laëmmli 2X puis les échantillons sont conservés à -20°C. 
Alternativement, les protéines GTPasiques des lysats clairs peuvent être 
enrichies sous leur forme active avant l’étape de capture. Dans ce cas, la 
concentration en EDTA est initialement ajustée à 10 mM dans un volume de lysat 
clair contenant 500 µg de protéines. La chélation des cations divalents rend instable 
la liaison du GDP à ses domaines de fixation sur les GTPases. Ceci conduit au 
relargage du GDP. 0,1 mM de GTP-"S (analogue non hydrolysable du GTP) sont alors 
ajoutés. Associée à une incubation de 15 minutes à 30°C, cette étape permet 
d’augmenter la proportion de protéines G sous leur forme liée au GTP (GTP-"S). Les 
échantillons ainsi obtenus sont alors placés de nouveau à 4°C puis complétés de 
MgCl2 60 mM afin d’empêcher tout nouvel échange de nucléotide. La capture par 
« pull down » proprement dite peut alors être réalisée comme indiqué dans le 
paragraphe précédent. 
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10. Quantification de l’actine fibrillaire 
A température ambiante, les cultures cellulaires sont rincées trois fois dans du 
PBS complété de MgCl2 1 mM, CaCl2 0,1 mM et à pH 8 (PBS-CM8). Cette solution de 
rinçage permet à des cellules polarisées de conserver leur organisation 
morphologique. Les cellules sont ensuite fixées pendant 15 minutes avec du 
paraformaldehyde (PFA) à 3,7 % (w/v) dilué dans du PBS-CM8 (50 µL/cm2 ; rapport 
volume/surface utilisé pour toutes les incubations mentionnées dans ce 
paragraphe). Après trois lavages au PBS-CM8, les membranes sont perméabilisées 
avec du Triton-X100 à 0,1 % (v/v) dilué dans du PBS-CM8. Après trois lavages de 5 
minutes au PBS-CM8, les cellules sont incubées pendant une heure, dans l’obscurité, 
dans un bain à pH 6,8 (ajusté au KOH) de KH2PO4 20 mM, MgCl2 2 mM, EDTA 5 mM, 
PIPES 10 mM et complété de 0,25 µM de TRITC-Phalloidin (Sigma). La phalloïdine se 
fixe à l’actine fibrillaire lors de cette étape. Les cellules sont alors lavées trois fois 5 
minutes au PBS-CM8, pour évacuer l’excès de phalloïdine puis incubées pendant la 
nuit dans un bain de méthanol à 4°C. Le méthanol permet d’extraire la phalloïdine 
du contenu cellulaire. Lors de cette étape, les boites sont scellées afin d’éviter 
l’évaporation du solvant. L’extrait résultant est ensuite collecté puis réparti en trois 
volumes identiques sur plaque 96 puits (Greiner bio-one), pour mesurer l’intensité de 
fluorescence sur un lecteur de plaque Mithras LB940 (Berthold). Les longueurs 
d’ondes d’excitation et d’émission sont de 540 et 565 nm respectivement. 
Parallèlement, les cellules sont lavées trois fois dans du PBS avant d’être lysées 
comme indiqué précédemment. Les valeurs de concentrations protéiques des lysats 
clairs ainsi préparés sont utilisées pour normaliser les valeurs d’intensité de 
fluorescence. Les valeurs obtenues traduisent la quantité d’actine fibrillaire 
(polymérisée) initialement contenue dans les cellules. 
 
11. Immunocytochimie et microscopie à fluorescence 
Les cellules sont cultivées sur filtre semi-perméable avec une interface 
air/liquide jusqu’à l’obtention d’une monocouche polarisée. A température 
ambiante, les cultures cellulaires sont rincées trois fois dans du PBS-CM8. Les 
structures intracellulaires sont fixées en incubant les filtres, pendant 5 minutes, dans 
une solution de fixation : PFA à 3,7 % (w/v) dilué dans du PBS-CM8. Après trois 
rinçages au PBS-CM8, les membranes cellulaires sont perméabilisées, pendant 10 
minutes, dans une solution de PBS-CM8, BSA 0,5 % (w/v), Triton-X100 0,1 % (v/v). Les 
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sites de fixation non spécifique (sites d’adsorption des anticorps utilisés dans les 
étapes suivantes) sont ensuite saturés par un bain de PBS-CM8, BSA 0,5 % (w/v) (PBS-
BSA), pendant une heure. Les filtres sont alors immergés pendant une nuit, dans 
l’obscurité, à 4°C, dans une solution de PBS-BSA complétée au 1/100ième d’anticorps 
dirigés contre la protéine zonula occludens-1 (Mouse Monoclonal anti-ZO-1 
antibody, Invitrogen). Après trois rinçages au PBS-BSA, les filtres sont immergés dans 
une solution d’anticorps secondaires dirigés contre les anticorps primaires utilisés lors 
de l’étape précédente (FluoProbes® 488 Donkey (Fab’)2 Anti-Mouse IgG (H+L), 
Interchim), pendant une heure, à température ambiante. Cette solution est 
complétée au 1/100ième de TRITC-Phalloïdin (Sigma) et au 1/500ième de TO-PRO®-3 
iodide (Invitrogen). Après trois rinçages avec du PBS-BSA, les filtres sont finalement 
disposés entre lame et lamelle dans du milieu de montage MOWIOL® 4-88 Reagent 
(Calbiochem). Ces préparations sont observées en microscopie à fluorescence 
avec le système FV1000 IX-81 Confocal Microscope (Olympus). 
 
12. Biotinylation de surface 
La majeure partie des résultats présentés dans ce manuscrit a été obtenue 
par les expériences décrites dans les paragraphes qui suivent. Différents modes 
opératoires qui dérivent d’un protocole initial de biotinylation de surface ont été 
élaborés. Ils ont permis de tester différents paramètres relatifs au trafic et à la stabilité 
de la protéine CFTR. Un effort particulier de mise au point de ces techniques a été 
nécessaire. Sa présentation dans la partie A est accompagné de schémas 
récapitulatifs complétant la description technique des expériences. 
Classiquement, la technique dite de « biotinylation de surface » est utilisée 
pour estimer la quantité d’une protéine d’intérêt exposée à la membrane plasmique 
à un moment donné. Elle est basée sur la capacité d’un réactif de marquage à se 
fixer exclusivement aux protéines exposées à la surface cellulaire. Ce réactif sert par 
la suite d’appât pour isoler ces protéines à partir de lysats cellulaires (voir la partie 
A1). 
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12a. Détermination de la fraction des protéines membranaires exposée à la 
surface cellulaire 
Sur glace, les cellules sont rincées trois fois au PBS sur leur support de culture. 
Dès lors, le trafic vésiculaire intracellulaire se trouve figé. Elles sont ensuite incubées 
dans un bain de PBS-CM8 froid, le temps de préparer extemporanément la solution 
de biotinylation (EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo Scientific) à 0,5 mg/mL dans du 
PBS-CM8). La biotinylation de surface se fait alors à 4°C pendant 25 minutes (150 µL 
de solution de biotinylation par cm2). Cette réaction est bloquée par trois bains 
successifs de 5 minutes chacun avec le tampon Quenching Buffer (PBS-CM8 
complété d’albumine de sérum bovin (BSA) à 0,5 % (w/v) et de glycine à 50 mM). 
Après avoir réalisé trois rinçages au PBS, les cellules sont lysées comme indiqué 
précédemment. Les lysats clairs sont dosés puis complétés de tampon de lyse 
cellulaire afin d’obtenir une concentration en protéines de 2 µg/µL. D’un côté, 50 µL 
sont ajoutés à un même volume de solution de Laëmmli 2X. Après dénaturation, ces 
échantillons de « protéines totales » permettent d’analyser le contenu des lysats 
clairs dans sa globalité. D’un autre côté, 15 µL de High Capacity Streptavidin Resin 
(Thermo Scientific), équilibrés au préalable dans du tampon de lyse cellulaire, sont 
mis en contact avec 50 µL de lysat clair (100 µg de protéines totales). Le volume est 
ajusté à 500 µL avec du tampon de lyse cellulaire et l’étape de capture des 
protéines biotinylées par les billes de streptavidine se déroule pendant la nuit, à 4°C, 
sous agitation douce. Les billes sont ensuite isolées par centrifugation et le 
surnageant est éliminé. Les billes sont alors lavées trois fois avec 500 µL de tampon 
NET. Finalement, les protéines sont éluées par dénaturation en incubant les billes 
dans 15 µL de solution de Laëmmli 2X pendant 60 minutes à 37°C. Ces échantillons 
contiennent les protéines initialement exposées à la surface, étiquetées lors de 
l’étape de biotinylation et qui ont, par la suite, été captées puis éluées des billes 
(ainsi que les éventuelles protéines co-précipitées). Ils constituent les échantillons de 
« protéines biotinylées ». 
Les contenus des échantillons « protéines biotinylées » et « protéines totales » sont 
analysés par western blot. Leur comparaison permet d’évaluer la fraction d’une 
protéine d’intérêt qui est exposée à la membrane plasmique. Ce protocole initial a 
nécessité la mise au point d’un certain nombre de paramètres. Ceci est discuté 
dans la partie A2. 
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12b. Internalisation 
La stratégie de biotinylation que nous avons choisie permet l’étude des 
phénomènes d’internalisation d’une protéine membranaire (voir la partie A3). Ce 
mode opératoire permet de quantifier les protéines membranaires initialement 
biotinylées et qui se retrouvent dans le compartiment intracellulaire suite à une 
étape de réincubation des cellules à 37°C. Les protéines étiquetées se retrouvant à 
l’intérieur des cellules et celles toujours exposées à la surface peuvent en effet être 
discriminées. Seules les protéines dites internalisées sont insensibles à des agents 
réducteurs non perméants tels que le glutathion (GSH) ou le 2-
mercaptoethanesulfonate (MESNA ; Sigma). Les protéines initialement marquées et 
toujours exposées à la surface cellulaire peuvent, quant à elles, perdre leur capacité 
de capture par les billes de streptavidine : l’application d’un agent de stripping, GSH 
ou MESNA, induit le clivage du réactif de marquage par réduction du pont disulfure 
intramoléculaire (perte de traçabilité ; voir le schéma 2). 
La biotinylation de surface est réalisée comme indiqué dans le paragraphe 
précédent. En revanche, au lieu de lyser les cellules, les étapes supplémentaires 
décrites ci-dessous sont réalisées. Premièrement, les cultures cellulaires sont 
réincubées 5 minutes dans un bain de #MEM, à 37°C. Ceci réactive les mouvements 
membranaires du trafic intracellulaire. Ces derniers sont de nouveau figés en 
replaçant les cellules sur glace à 4°C. Après trois rinçages au PBS, les cellules sont 
soumises à six bains successifs de 20 minutes chacun dans le tampon Stripping Buffer 
à pH 8,6 (Tris 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, BSA 0,2 % (w/v) et MESNA 100 mM 
ajouté extemporanément). La réaction est finalement inhibée par trois incubations 
de 5 minutes avec le tampon Quenching Buffer. Suite à trois rinçages au PBS, les 
cellules sont alors lysées puis la capture des protéines biotinylées ainsi que la 
préparation des échantillons sont réalisées comme indiqué dans le paragraphe 
précédent. Cependant, les volumes de lysats clairs soumis aux billes de streptavidine 
contiennent, dans ce cas, de 500 à 800 µg de protéines. L’internalisation d’une 
protéine est estimée en normalisant la quantité internalisée par la quantité 
initialement exposée à la surface cellulaire. L’absence de réincubation des cellules 
suite à la biotinylation permet d’évaluer l’efficacité de l’étape de stripping (voir la 
partie A3). 
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12c. Stabilité apparente à la membrane plasmique 
La  biotinylation de surface permet une analyse « statique » de la quantité de 
protéines exposées à la membrane plasmique à un moment donné (voir le 
paragraphe 12a). Le paragraphe ci-dessous décrit un mode opératoire que nous 
avons suivi pour considérer des aspects dynamiques de la fraction membranaire de 
CFTR. 
1/1000ième de DMSO ou 1/1000ième de cycloheximide (CHX à 100 mg/mL dans 
du DMSO) sont ajoutés au milieu de culture des cellules 24 heures avant de réaliser la 
biotinylation de surface. Les protéines biotinylées sont ensuite extraites à partir de 
lysats clairs contenant 100 µg de protéines. Le CHX concentré à  100 µg/mL, lors du 
traitement, bloque la synthèse protéique. Le DMSO, quant à lui, est utilisé comme 
condition contrôle (en 24 heures, il ne change pas la quantité de protéines 
retrouvées à la membrane ; voir la partie A5). La comparaison des résultats obtenus 
par les traitements au CHX ou au DMSO permet une estimation de la stabilité 
membranaire apparente des protéines. 
 
12d. Durée de vie des protéines étiquetées 
Suite à leur internalisation, les protéines peuvent être recyclées à la surface ou 
dégradées. Il est possible d’estimer les quantités de protéines étiquetées 
(initialement biotinylées à la membrane plasmique) retrouvées dans les lysats 
cellulaires suite à différents temps de réactivation du trafic intracellulaire. Leur 
comparaison avec la quantité initiale de protéines biotinylées traduit la vitesse de 
dégradation des protéines biotinylées et ainsi leur durée de vie (voir la partie A5). 
La biotinylation de surface est réalisée comme indiqué précédemment. Les cellules 
sont alors incubées, ou non, dans du #MEM, à 37°C, pendant 12 ou 24 heures. Les 
cellules sont alors rincées trois fois au PBS puis lysées. Les protéines biotinylées sont 
extraites à partir de lysats clairs contenant 100 µg de protéines. 
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12e. Trafic intracellulaire après l’adressage à la membrane plasmique 
La stabilité d’une protéine à la membrane plasmique dépend des efficacités 
de son internalisation, de son recyclage et de sa dégradation. Suite à 
l’internalisation, la mobilité intracellulaire peut donc influencer la stabilité 
membranaire apparente d’une protéine. Ainsi, suivre le devenir d’une protéine 
membranaire, en terme de localisation, permet d’obtenir des indices sur la nature 
de son trafic intracellulaire. Deux catégories de protéines initialement étiquetées à la 
surface peuvent être discriminées l’une de l’autre après réactivation du trafic : celles 
retrouvées exposées à la membrane plasmique et celles localisées dans le 
compartiment intracellulaire (voir le paragraphe 12b). Ces propriétés ont été utilisées 
pour quantifier la fraction des protéines biotinylées se trouvant dans le compartiment 
intracellulaire après réincubation des cellules à 37°C. 
Le protocole suivi ici est similaire à celui décrit en 12b. Cependant, la longueur 
de l’étape de réactivation des mouvements intracellulaires est portée à 24 heures. 
De plus, deux lots d’échantillons sont préparés : le premier est obtenu sans l’étape 
de stripping suivant la réincubation à 37°C et le second est obtenu avec l’étape de 
stripping (voir la partie A4). Pour le premier lot, la capture se fait à partir de lysats 
clairs contenant 100 µg de protéines. Pour le second lot, 500 à 800 µg de protéines 
sont utilisés. La fraction de protéines étiquetées qui sont intracellulaires en fin de 
réincubation est estimée en normalisant la quantité de protéines du second lot par 
celle du premier lot. En effet, contrairement au protocole présenté en 12b, les 
phénomènes de recyclage et de dégradation ne peuvent pas être négligés. Ainsi, 
la quantité de protéines étiquetées et intracellulaires (initialement biotinylées à la 
membrane plasmique) doit être normalisée par la quantité totale de protéines 
biotinylées retrouvées suite à la réincubation (protéines biotinylées intracellulaires en 
fin d’expérience/protéines biotinylées totales). 
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V/Résultats 
 
Préambule : Modèle d’étude et stratégie d’investigation 
 
P1. Matériel biologique 
La lignée CFBE41o- provient d’un patient mucoviscidosique. Elle est 
composée de cellules épithéliales bronchiques homozygotes pour la mutation 
F508del du gène CFTR. Le laboratoire du Professeur John Paul Clancy a utilisé ce 
matériel biologique comme base pour développer les lignées CFBE-WT et CFBE-#F. 
Ces outils sont aujourd’hui largement utilisés dans les laboratoires s’intéressant aux 
aspects biochimiques et fonctionnels de la régulation de la protéine CFTR. Plusieurs 
raisons sont à l’origine de ce constat. Trois d’entre elles sont mises en relief ci-
dessous : 
(1) Les propriétés d’une protéine peuvent varier de manière importante selon le 
contexte cellulaire dans lequel elles sont étudiées. Dans le cas de la mucoviscidose, 
il est admis que la morbidité est liée à la perturbation de la physiologie pulmonaire 
(des infections bactériennes chroniques réduisent fatalement la capacité 
respiratoire). Ceci reposerait sur la perte de fonction du canal chlorure CFTR. 
Cependant, le profil d’expression du gène CFTR dans les différents types cellulaires 
de l’épithélium pulmonaire, ainsi que l’origine physiopathologique de la 
mucoviscidose, restent des sujets de débats actuels (Collawn et al., 2012 ; 
Kunzelmann et Shreiber, 2012). Dans le cadre d’études sur la mucoviscidose, il serait 
donc préférable de travailler sur des cultures primaires de cellules pulmonaires. 
Néanmoins, il est très difficile d’obtenir ce type de matériel biologique. De plus, son 
utilisation s’avère beaucoup plus complexe que celle de lignées cellulaires. Ceci 
prend notamment tout son sens pour des approches de biochimie ou de biologie 
cellulaire (nécessitant souvent de travailler sur une grande quantité de matériel) ou 
pour la mise en place de techniques peu efficaces dans des cellules primaires 
(transfection avec des plasmides ou des ARN). Ces différents points expliquent 
pourquoi de nombreux travaux sont initiés avec des lignées avant de passer à la 
confirmation des interprétations avec des cultures primaires. Dans notre cas, la 
lignée CFBE41o- constitue un compromis à ce dilemme. Elle offre un cadre 
relativement proche du contexte physiologique pulmonaire, reste néanmoins facile 
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à manipuler et tolère de nombreux traitements et protocoles pour des investigations 
biochimiques ou fonctionnelles. 
(2) La lignée d’origine, CFBE41o-, exprime la protéine CFTR à un niveau difficilement 
détectable par western blot. Elle a été transfectée avec des vecteurs lentiviraux par 
l’équipe de John Paul Clancy. Les versions sauvage ou mutée (WT- ou F508del-) de 
la protéine CFTR ont ainsi pu être surexprimées dans ce contexte cellulaire. Deux 
lignées stables ont alors été obtenues sous l’influence de la pression de sélection 
exercée par la puromycine (Bebok et al., 2005). Les CFBE-WT et CFBE-#F sont les 
résultats respectifs de ces manipulations. La détection du canal CFTR par des 
techniques de biochimie est à présent facilitée dans ces lignées. 
(3) Dans les CFBE-WT et CFBE-#F, les formes surexprimées de CFTR (d’origine 
exogène) présentent des propriétés fonctionnelles en accord avec les 
connaissances acquises sur ce canal chlorure (Moran et Zegarra-Moran, 2008). 
L’absence de protéine WT-CFTR endogène semble permettre d’envisager que le 
CFTR d’origine exogène ne perturbe que dans de faibles proportions la physiologie 
intracellulaire. De même, les deux lignées peuvent être cultivées sur support 
plastique ou sur filtre semi-perméable. Sur filtre, elles peuvent s’organiser en un 
épithélium polarisé présentant des propriétés fonctionnelles proches de celles 
d’explants primaires. 
Ces caractéristiques ont ainsi focalisé notre intérêt sur ces deux lignées dérivées des 
CFBE41o-. A nos yeux, elles représentaient un modèle intéressant pour entreprendre 
nos travaux. D’une part, elles semblaient fournir un outil autorisant l’utilisation 
d’approches de biochimie et de biologie cellulaire. D’autre part, elles respectaient 
le contexte physiologique d’expression de la protéine CFTR. 
 
En juin 2009, le Professeur John Paul Clancy nous a généreusement fourni les 
lignées CFBE-WT et CFBE-#F. Dans un premier temps, leur profil d’expression du canal 
chlorure a été analysé (voir la figure 12). Dans des échantillons protéiques de CFBE-
WT il est possible de détecter par western blot la forme sauvage de CFTR. Le profil de 
migration électrophorétique de cette protéine de 1480 acides aminés est typique : il 
est constitué de deux bandes conventionnellement nommées « bande B » et 
« bande C ». La première présente une masse moléculaire apparente de 150 kD. Elle 
est composée de la protéine CFTR, à son état intermédiaire de glycosylation. Dans 
une cellule cette forme est notamment présente au niveau du réticulum 
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endoplasmique (compartiment dans lequel se déroule la N-glycosylation co-
traductionnelle). Elle est ensuite modifiée lors du passage dans l’appareil de Golgi 
(siège de la finalisation post-traductionnelle de la glycosylation). Dans ce 
compartiment, la glycoprotéine est alors ornée de sucres complexes et la forme dite 
mature de CFTR est obtenue. C’est cette forme qui est par la suite acheminée à la 
membrane plasmique. En western blot, elle présente un profil plus diffus 
(probablement lié à l’existence de différents motifs sucrés ornementaux) qui 
constitue la seconde bande d’une masse moléculaire apparente de !170-190 kD. La 
mutation F508del du gène CFTR entraine la synthèse d’une protéine ne franchissant 
pas le contrôle de qualité du RE. Seule la forme immature de la protéine (bande B 
en western blot) existe dans des cellules exprimant uniquement cette forme mutée. 
Ceci est vérifié dans des échantillons protéiques de CFBE-#F (voir la figure 12). Des 
travaux ont montré que, in vitro, des traitements permettent à la protéine F508del-
CFTR de franchir artificiellement le RE. Cet effet peut être obtenu, entre autres, par 
une incubation des cellules à basse température (Denning et al., 1992 b). Cette 
propriété est respectée dans les CFBE-#F puisque qu’une forme de glycosylation 
complexe est observée après 24 heures d’incubation de la lignée à 27°C. 
 
37°C 27°C 
CFTR 
Na+/K+ ATPase !1 
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-WT -F508del 
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CFBE41o- + CFTR 
 
 
Figure 12 : Profil d’expression de la protéine CFTR dans les lignées CFBE-WT et CFBE-
#F 
Des échantillons protéiques de CFBE-WT et CFBE-#F (+/- 24 heures à 27°C avant la 
lyse) ont été préparés. 20 µg en ont été analysés par western blot pour tester la 
présence des protéines d’intérêt. CFTR et Na+/K+ ATPase #1 sont deux protéines 
membranaires. L’ezrine et la !-actine sont deux protéines intracellulaires. 
 
Ces vérifications préalables valident les caractéristiques attendues pour les 
deux lignées. Ceci nous a permis d’envisager l’investigation biochimique détaillée 
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des propriétés de la protéine CFTR dans le modèle CFBE41o-. Les résultats présentés 
dans ce manuscrit ont été obtenus à partir de la lignée CFBE-WT exclusivement. 
 
P2. Objectif des travaux et démarche entreprise 
L’objectif initial de cette thèse est de tester l’implication de la voie Cdc42 
dans la régulation de CFTR dans des cellules épithéliales bronchiques. Nous avons 
orienté nos travaux autour des propriétés biochimiques de la protéine CFTR. Plus 
précisément, notre ambition était de détailler le trafic intracellulaire de cette 
protéine. Le schéma 1 replace dans le contexte cellulaire les phénomènes que nous 
souhaitions analyser.  
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4: Dégradation 
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Schéma 1 : Phénomènes intracellulaires ciblés par nos travaux 
Les MVB et le protéasome sont deux systèmes impliqués dans la dégradation des 
protéines. 
 
Nous avons testé l’influence de la voie Cdc42 en traduisant les effets de sa 
perturbation. Cette dernière a pu être réalisée de deux manières différentes : soit par 
surexpression ou déplétion des acteurs de la voie Cdc42, soit par l’application de 
traitements pharmacologiques altérant la fonctionnalité de cette voie. Si la petite 
protéine GTPasique Cdc42 possède différentes fonctions, l’une d’elles nous a 
particulièrement intéressés dans cette étude : la régulation de l’organisation du 
cytosquelette d’actine. Ceci constitue la raison pour laquelle le contenu en actine 
fibrillaire a été analysé suite aux dérégulations de la voie Cdc42. L’influence de ces 
perturbations sur l’adressage à la membrane plasmique, l’endocytose et le 
recyclage de la protéine CFTR a ensuite été testée. 
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Cinq parties de ce manuscrit exposent les résultats que nous avons obtenus. 
Les caractéristiques biochimiques du trafic de CFTR sont détaillées dans la partie B. 
Dans les parties C puis D, les perturbations de la voie Cdc42 puis leurs effets sur le 
cytosquelette d’actine sont respectivement présentés. L’influence de ces 
perturbations sur les propriétés de la protéine CFTR est alors décrite dans les parties E 
et F. Précédant ces résultats, la partie A explique notre stratégie d’investigation. Pour 
atteindre l’objectif de nos travaux, nous avons mis en place différents protocoles et 
étudié différents paramètres dans le modèle CFBE41o- : la quantité totale de CFTR, 
la quantité de protéines CFTR exposées à la surface cellulaire, l’efficacité 
d’internalisation du canal, et sa stabilité. Ces paramètres ont été expertisés par des 
approches de biotinylation de surface. Nous avons choisi d’utiliser cette technique 
car elle offre une variété de déclinaisons permettant une analyse détaillée, à 
différents niveaux, du trafic protéique intracellulaire. Des efforts particuliers de mise 
au point de cette technique, dans  notre modèle, ont été réalisés. Bien que coûteux 
en terme de temps, ces derniers étaient indispensables pour la validation de ces 
expériences et l’interprétation de leurs résultats. La justification du choix des 
stratégies d’investigation est présentée dans les quatre volets de la partie qui suit. 
Elle y est accompagnée de la description théorique des applications attribuées aux 
différentes techniques. Certains résultats obtenus sur les propriétés de la protéine 
CFTR y sont également associés. Les détails techniques des protocoles sont, quant à 
eux, référencés dans le matériel et méthodes. Par ailleurs, la partie A facilite la 
compréhension de nos résultats. Lors de leur présentation, des renvois y sont 
fréquemment effectués.  
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Partie A : Choix et mise au point des techniques de biotinylation 
A1 : Réactifs de marquage et stratégie de biotinylation 
Les réactifs de biotinylation se fixent de manière covalente à leurs cibles 
moléculaires. Ils les ornent ainsi d’un module contenant une molécule de biotine. 
Cette petite vitamine de masse moléculaire relative (Mr) 244 peut par la suite être 
utilisée comme traceur des molécules étiquetées. Puisque ces modules sont de 
faible taille, il est raisonnablement envisageable qu’ils ne perturbent pas les 
propriétés de leur cible. Il est également possible de purifier les cibles étiquetées par 
capture sur des billes de streptavidine (voir le schéma 3). La streptavidine est une 
protéine d’origine bactérienne, non glycosylée, de 60 kD, possédant quatre sous-
unités dont chacune est capable de fixer une molécule de biotine. L’interaction 
biotine/streptavidine représenterait une des plus fortes liaisons non covalentes 
existantes (Kd=10-15 M). Ce système a été utilisé pour créer plusieurs réactifs de 
biotinylation dont chacun présente des propriétés différentes. Solubilité, taille du 
module d’étiquetage, structure du module et nature des molécules ciblées sont, 
entre autres, des critères pouvant varier. 
Nous avons analysé le profil des différents réactifs existants pour sélectionner 
celui correspondant le mieux à la stratégie d’investigation que nous envisagions. 
Notre objectif était de cibler des protéines transmembranaires (et notamment le 
canal CFTR), en quantifier la fraction exposée à la surface cellulaire et suivre leur 
endocytose. Dans un premier temps, deux types de réactifs semblaient répondre à 
ces exigences : le EZ-Link® Biotin-LC-Hydrazide et le EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin (voir le 
schéma 2). Les propriétés de ces deux réactifs sont listées ci-dessous avec le 
raisonnement que nous avons suivi pour n’en retenir qu’un. 
 
Caractéristiques du EZ-Link® Biotin-LC-Hydrazide et compatibilité avec l’étude 
de CFTR : 
- Nature de la cible moléculaire : ce type de réactif se fixe à des sucres 
préalablement oxydés. L’oxydation de glycoconjugués peut être réalisée par un 
traitement au periodate de sodium (NaIO4). Le NaIO4 ne franchit pas les membranes 
biologiques, ainsi le traitement de cellules en culture permet d’oxyder uniquement 
les glycoconjugués exposés en surface. L’application consécutive de EZ-Link® Biotin-
LC-Hydrazide permet alors de biotinyler ces glycoconjugués membranaires. La 
protéine CFTR présente deux sites de N-glycosylation dans sa boucle extracellulaire 
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EC4 (N894 et N900 ; voir l’annexe A4). Elle est donc candidate à la biotinylation par 
ce type de réactif. 
- Mode opératoire de biotinylation : la réaction se déroule en deux étapes ; 
l’oxydation des glycoconjugués précède la biotinylation proprement dite. Cela 
signifie que l’endocytose d’une glycoprotéine membranaire peut être estimée de 
manière indirecte. C’est la quantité de glycoprotéines initialement exposées à la 
surface cellulaire (oxydées) et non internalisées (restant accessibles au réactif de 
biotinylation) qui est en fait quantifiée. Ainsi, il n’est pas possible de suivre 
directement le devenir d’une protéine internalisée. Cette caractéristique nous est 
apparue comme un aspect limitant pour la sélection de ce type de réactif de 
biotinylation. De plus, le mode de capture des protéines biotinylées que nous utilisons 
nécessite une élution finale à partir des billes de streptavidine (voir le paragraphe 
12a du matériel et méthodes). La forte affinité streptavidine/biotine nécessiterait, 
dans le cas du EZ-Link® Biotin-LC-Hydrazide, l’utilisation de températures de 
dénaturation élevées. Ceci est incompatible avec l’immunodétection de CFTR 
après western blot. Le profil de migration de cette protéine devient en effet très peu 
lisible lorsque les échantillons protéiques sont dénaturés à haute température. 
 
Caractéristiques du EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin et compatibilité avec l’étude 
de CFTR : 
- Nature de la cible moléculaire : ce type de réactif se fixe de manière covalente 
aux amines primaires. Cette propriété lui est conférée par le groupement ester N-
hydroxysulfosuccinimide (sulfo-NHS). De plus, son groupement sulfonate l’empêche 
de franchir les membranes biologiques. Le traitement de cellules en culture par ce 
type de réactif conduit ainsi à la biotinylation de protéines membranaires possédant 
des lysines (chaîne latérale contenant une amine primaire) dans leur domaine 
extracellulaire. La protéine CFTR présente trois lysines exposées au compartiment 
extracellulaire (K114, K329 et K892 dans les boucles EC1, EC3 et EC4 respectivement ; 
voir l’annexe A4). Elle est donc candidate à la biotinylation par ce type de réactif. 
- Mode opératoire de biotinylation : la réaction ne nécessite qu’une seule étape. De 
plus, le module de biotinylation greffé à la cible contient un pont disulfure 
intramoléculaire. Cette caractéristique présente deux avantages. D’une part, 
l’élution à partir de billes de streptavidine est facilement réalisée par réduction du 
pont disulfure du module. Dans le cas de CFTR, ceci est un atout important. Il n’est 
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pas nécessaire d’utiliser une température de dénaturation élevée et l’analyse par 
western blot peut ainsi se faire dans des conditions optimales. D’autre part, des 
agents réducteurs comme le MESNA ou le GSH (ne franchissant pas les membranes 
biologiques) peuvent éliminer les modules de biotinylation de protéines initialement 
étiquetées et retrouvées exposées à la surface cellulaire dans les expériences 
d’internalisation (étape dite de « stripping » ; voir le paragraphe 12b du matériel et 
méthodes). Le devenir de protéines initialement étiquetées est suivi de manière 
directe dans de telles expériences. 
 
EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo Scientific) 
Sulfosuccinimidyl-2-[biotinamido]ethyl-1,3-dithiopropionate  
MW : 606,69 g/mol. Bras espaceur NHS-Biotine : 24.3 Ä 
Sulfo NHS 
Liaison covalente 
aux amines primaires 
éxposées à la surface cellulaire 
SS 
Clivable par réduction 
(MESNA ou GSH) 
Biotine 
Capture par la streptavidine 
Réactif de biotinylation 
Module lié covalemment 
à la protéine étiqueté 
 
 
Schéma 2 : Structure et caractéristiques du EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin
Le EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin réagit avec les amines primaires, de 4 à 37°C, et à des 
pH compris entre 7 et 9. Il s’hydrolyse rapidement et la solution de biotinylation doit 
donc être préparée extemporanément. Il permet d’étiqueter ses cibles moléculaires 
avec un module de biotinylation de Mr 389,6. Le pont disulfure intramoléculaire de 
ce module peut être réduit. 
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Schéma 3 : Principe de purification des protéines par la technique de biotinylation 
Le module greffé aux protéines biotinylées est capté par des billes recouvertes de 
streptavidine. Les protéines purifiées sont alors éluées des billes par réduction du pont 
disulfure intramoléculaire contenu dans le module d’étiquetage (dans le cas de 
l’utilisation du EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin). 
 
Ces caractéristiques nous ont menés à choisir le EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin 
comme réactif de biotinylation pour l’étude du trafic de CFTR. 
 
A2 : Biotinylation de surface 
Nous avons mis au point les conditions d’utilisation du EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-
Biotin nous permettant l’étude du trafic de CFTR dans les cellules CFBE-WT. Le 
schéma 4 présente le principe de la « biotinylation de surface ». 
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Schéma 4 : Principe de la biotinylation de surface par le EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin 
Après la biotinylation de surface, les cellules sont lysées puis les protéines étiquetées 
peuvent être purifiées. La comparaison entre l’abondance d’une protéine d’intérêt 
dans les échantillons de « protéines biotinylées » et de « protéines totales » permet 
d’estimer la fraction de cette protéine qui est exposée à la membrane plasmique à 
un instant donné. 
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Les résultats obtenus par cette technique ne peuvent être interprétés que 
sous réserve du respect de certaines conditions. Ainsi, nous avons contrôlé (a) 
l’absence de fixation non spécifique par les billes de streptavidine, (b) la capture de 
l’intégralité des protéines biotinylées contenues dans les lysats cellulaires soumis aux 
billes et (c) l’absence d’étiquetage de protéines intracellulaires. La démarche que 
nous avons suivie pour ces contrôles est présentée ci-dessous. Elle s’accompagne 
de la justification du mode opératoire retenu. Celui-ci est décrit dans le paragraphe 
12a du matériel et méthodes. 
(a) Les billes High Capacity Streptavidin resin (Thermo scientific) ont été mises au 
contact de lysats de cellules non biotinylées au préalable. Aucune protéine n’est 
détectable dans les échantillons obtenus après lavage et dénaturation des billes 
(figure 13A, piste NB). Ceci suggère que ces dernières ne fixent pas de manière non 
spécifique les protéines des lysats cellulaires. 
(b) Les cellules ont été soumises à la biotinylation de surface comme indiqué dans le 
matériel et méthodes. 15 µL de billes de streptavidine ont été mis au contact de 
quantités croissantes de lysats clairs : 100, 200 et 500 µg de protéines respectivement. 
Après l’étape de capture, la fraction protéique non retenue par ces billes a de 
nouveau été exposée à 15 µL de nouvelles billes de streptavidine. Les billes de la 
première capture ont été lavées puis dénaturées pour obtenir les échantillons de 
« protéines biotinylées » nommés C1 dans la figure 13B. Les billes de la seconde 
capture ont été traitées de la même façon et les échantillons obtenus sont nommés 
C2. La figure 13B montre que la capacité de capture est dépassée lorsque 15 µL de 
billes sont mis au contact de lysats cellulaires contenant plus de 200 µg de protéines. 
Nous avons ainsi choisi d’utiliser 100 µg de protéines pour déterminer la fraction des 
protéines exposée à la surface des CFBE-WT. 
(c) Après la biotinylation de surface, la présence de protéines intracellulaires a été 
testée dans les échantillons de « protéines biotinylées » (voir la figure 13A, piste Biot.). 
Aucun signal n’est obtenu pour les protéines !-actine et ezrine. Par ailleurs, avant de 
réaliser l’étape de biotinylation, des cellules ont été soumises à un traitement 
détergent (PBS-CM8 avec 0,005 % (w/v) de saponine et les inhibiteurs de protéase), 
afin de perturber l’intégrité de la membrane plasmique. !-actine et ezrine 
deviennent alors détectables dans les échantillons de « protéines biotinylées » ainsi 
obtenus (figure 13C, piste +). Ceci confirme la validité du choix de ces deux 
protéines comme témoins négatifs. De plus, ce résultat suggère qu’avec le mode 
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opératoire décrit dans le paragraphe 12a, seules les protéines exposées à la 
membrane plasmique peuvent être biotinylées. 
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Figure 13 : Biotinylation de surface et purification des protéines membranaires 
A : Absence de fixation non spécifique aux billes de streptavidine (NB : cellules non 
biotinylées avant la lyse ; Biot. : cellules ayant subi une biotinylation de surface) et 
absence de capture de protéines intracellulaires. 
B : Capacité de capture des billes. Des quantités croissantes de protéines ont été 
exposées aux billes de streptavidine (capture C1). Les protéines non retenues en C1 
ont été exposées à de nouvelles billes (capture C2). 
C : Capture de protéines intracellulaires suite à la perturbation de l’intégrité 
membranaire. Les cellules ont été exposées (+), ou non, à 0,005 % (w/v) de saponine 
avant la biotinylation. 
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Ces différents tests nous ont permis d’établir les conditions de biotinylation de 
surface décrites dans le matériel et méthodes. Ces contrôles justifient la validité de 
l’interprétation des résultats obtenus grâce à cette technique. 
 
A3 : Biotinylation de surface et étude de l’internalisation 
Le EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin permet de suivre de manière directe le devenir 
des protéines membranaires, suite à leur internalisation. Le module greffé aux 
protéines exposées à la surface cellulaire (par biotinylation) possède un pont 
disulfure intramoléculaire (voir le schéma 2). Ce dernier peut être réduit, ce qui 
entraine la perte du traceur « biotine » des protéines préalablement étiquetées. Le 
sodium 2-mercaptoethanesulfonate (MESNA) est un sel de sodium qui ne franchit 
pas les membranes biologiques et assure de telles réductions (étape dite de 
« stripping » dans ce manuscrit). Ces caractéristiques permettent de discriminer les 
protéines préalablement biotinylées et qui se retrouvent par la suite soit à la 
membrane plasmique soit dans le compartiment intracellulaire (après réactivation 
du trafic intracellulaire). Seule la seconde catégorie est protégée de l’action du 
MESNA lorsque ce dernier est appliqué sur les cultures cellulaires. Le principe des 
expériences d’internalisation, reposant sur ces propriétés, est présenté dans le 
schéma 5. 
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Schéma 5 : Principe des expériences d’internalisation 
Après la biotinylation de surface, les mouvements intracellulaires peuvent être 
réactivés à 37°C. Les protéines étiquetées et toujours présentes à la membrane 
plasmique, suite à cette incubation, perdent leur module de biotinylation sous l’effet 
d’un agent réducteur lors de l’étape de stripping. Les protéines biotinylées purifiées 
par la suite correspondent aux protéines internalisées lors de la réactivation du trafic 
intracellulaire. 
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Le paragraphe 12b du matériel et méthodes décrit le mode opératoire utilisé 
pour suivre le CFTR internalisé. Sa validité a été testée par le contrôle (a) de 
l’efficacité de réduction du module de biotinylation par le MESNA et (b) de 
l’internalisation de la protéine CFTR dans les CFBE-WT. 
(a) Les cellules ont été exposées à un traitement au MESNA immédiatement après la 
biotinylation de surface. Ceci est présenté dans la figure 14. Les échantillons déposés 
dans la piste PM ont été obtenus par le protocole de biotinylation de surface (sans 
stripping). Pour les échantillons de la piste ST en revanche, une étape de stripping a 
été réalisée suite à la biotinylation. Par ailleurs, la capture par la streptavidine a été 
réalisée à partir de lysats cellulaires contenant 500 à 800 µg de protéines. Ici, la 
quantité de protéines soumises à la capture est augmentée puisque seule une 
fraction des protéines initialement marquées conservent leur module d’étiquetage à 
la fin du traitement. Dans ces conditions, le stripping entraine une perte de plus de 
95 % du signal de « protéines biotinylées ». L’efficacité de notre mode de stripping a 
été estimée satisfaisante pour envisager l’étude de l’internalisation de CFTR dans les 
CFBE-WT. 
(b) La biotinylation de surface est réalisée sur un système figé dans lequel les 
mouvements membranaires sont bloqués à une température basse (4°C). Une 
incubation des cellules à 37°C permet de réactiver le trafic intracellulaire suite à 
l’étape de marquage. Les données de la littérature indiquent que la protéine CFTR 
est très mobile à partir de la membrane plasmique (internalisation puis recyclage). 
Plusieurs études montrent une augmentation linéaire de la quantité de CFTR 
internalisé (depuis la membrane plasmique) durant les cinq premières minutes 
d’analyse (Collaco et al., 2010 b ; Fu et al., 2012). Ce délai de réactivation du trafic 
permettrait de s’affranchir des phénomènes de dégradation et de recyclage. La 
quantification du CFTR initialement présent à la membrane plasmique puis devenu 
intracellulaire dans ce laps de temps traduirait ainsi uniquement l’efficacité 
d’internalisation. Nous avons donc choisi de tester l’endocytose du CFTR en 
réactivant le trafic intracellulaire pendant 5 minutes lors de nos expériences 
d’internalisation. Dans la figure 14, la piste INT montre le signal obtenu dans de telles 
conditions. En comparaison, le signal de la piste ST est négligeable. La quantification 
des résultats nous a permis d’estimer que 10+/-1 % (n>3) du CFTR de surface est 
internalisé en 5 minutes. Ce pourcentage est obtenu en faisant le rapport des 
signaux de « protéines biotinylées » des pistes INT et PM. Cette opération est 
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possible en prenant en compte la quantité de protéines soumises à la capture pour 
chacun des types d’échantillons. Pour la figure 14, les échantillons de « protéines 
biotinylées » de la piste PM ont été obtenus à partir de 100 µg de protéines. Les 
échantillons ST et INT ont, eux, été obtenus à partir de 700 µg. Le pourcentage de 
CFTR internalisé en 5 minutes, à partir de la membrane plasmique, est donc égal à 
(INT/(7#PM)) # 100. 
Nos estimations de l’efficacité d’internalisation de CFTR dans les CFBE-WT se révèlent 
donc être en accord avec les résultats présentés dans la littérature (Bomberger et 
al., 2009 ; Ye et al., 2010). Etablir un mode opératoire permettant la quantification du 
CFTR internalisé était un objectif initial. Les résultats décrits ci-dessus montrent que ce 
dernier est atteint. 
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Figure 14 : Biotinylation de surface et internalisation dans les CFBE-WT  
Les CFBE-WT ont été biotinylées, lysées puis 100 µg de protéines ont été soumis aux 
billes de streptavidine (PM). Alternativement, les cellules ont été exposées à une 
étape de stripping : soit immédiatement après la biotinylation (ST), soit avec une 
incubation de 5 minutes à 37°C entre ces deux étapes (INT). Les échantillons de 
« protéines biotinylées » en ST et INT proviennent de 700 µg de lysats clairs soumis aux 
billes. Les « protéines totales » sont analysées à partir de 20 µg dans chacune des trois 
conditions. 
 
Dans ce manuscrit, l’efficacité d’internalisation n’est pas décrite sous forme 
de valeurs absolues mais de manières comparatives. Dans un premier temps, par 
biotinylation de surface, nous quantifions le CFTR exposé à la membrane plasmique. 
Ceci est réalisé suite à différents types de traitements des cellules. Les résultats sont 
alors normalisés par rapport à une condition contrôle (établie comme 100 % de CFTR 
à la surface cellulaire). Par ailleurs, le protocole d’internalisation nous permet de 
quantifier le CFTR internalisé en 5 minutes. De la même façon, ces résultats sont 
normalisés par rapport à la même condition contrôle (correspondant à 100 % de 
CFTR internalisé). Par définition, l’efficacité d’internalisation représente la quantité de 
protéines étant internalisées à partir d’une quantité initialement localisée à la 
membrane plasmique. Les estimations d’efficacité d’internalisation que nous 
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présentons dans ce manuscrit correspondent ainsi au rapport de valeurs normalisées 
(à une condition contrôle) de CFTR internalisé par des valeurs normalisées (à la 
même condition contrôle) de CFTR initialement à la surface cellulaire. De la sorte, 
nous décrivons des efficacités d’internalisation relatives en fonction des conditions 
de traitement des cellules. 
 
A4 : Biotinylation de surface et suivi des protéines internalisées 
Comme commenté précédemment, des temps courts de réactivation du 
trafic intracellulaire permettent l’analyse de l’efficacité d’internalisation 
exclusivement. En allongeant le temps de réactivation, les phénomènes de 
recyclage et de dégradation doivent alors être intégrés à l’analyse des résultats. Le 
mode opératoire alors suivi est décrit dans le paragraphe 12e du matériel et 
méthodes. Suite à la biotinylation de surface, le trafic intracellulaire est réactivé 
pendant 24 heures à 37°C. D’une part, des cellules sont immédiatement lysées pour 
purifier les protéines étiquetées. Les échantillons de « protéines biotinylées totales » 
sont ainsi obtenus. D’autre part, des cellules subissent une étape de stripping avant 
d’être lysées. Dans ce cas, les protéines biotinylées purifiées constituent les 
échantillons de « protéines biotinylées intracellulaires » (voir la figure 15). Les résultats 
sont finalement traduits en pourcentage de protéines initialement biotinylées qui se 
retrouvent dans le compartiment intracellulaire en fin de traitement ((protéines 
biotinylées intracellulaires/protéines biotinylées totales)#100). La valeur obtenue dans 
des conditions contrôle sert de référence (100 %). Lorsque les cellules sont soumises à 
différents traitements le résultat est alors interprété par rapport à cette valeur de 
référence. 
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Figure 15 : Biotinylation de surface et suivi des protéines étiquetées intracellulaires 
Les CFBE-WT ont été biotinylées, incubées 24 heures à 37°C, lysées puis 200 µg de 
protéines ont été soumis aux billes de streptavidine. Alternativement, les cellules ont 
subi une étape de stripping avant d’être lysées (+). Dans ce cas, les échantillons de 
« protéines biotinylées » sont obtenus en exposant 800 µg de lysats clairs aux billes. 
Ces deux types d’échantillons de « protéines biotinylées » correspondent 
respectivement aux « protéines biotinylées totales » et « protéines biotinylées 
intracellulaires » du schéma 5. Les signaux obtenus sont quantifiés puis comparés en 
tenant compte des quantités de lysats clairs soumis aux billes de streptavidine. Ici le 
pourcentage de protéines étiquetées qui sont intracellulaires en fin de traitement est 
égal à (protéines biotinylées intracellulaires/(protéines biotinylées totales # 4)) # 100. 
 
A5 : Durée de vie des protéines biotinylées et stabilité à la membrane plasmique 
Plus une protéine transmembranaire est abondante et plus la fraction 
susceptible de se retrouver exposée à la surface cellulaire est importante. Le module 
de biotinylation peut servir de traceur pour suivre au cours du temps la dégradation 
des protéines étiquetées. Le mode opératoire décrit dans le paragraphe 12e du 
matériel et méthodes a été utilisé pour évaluer la durée de vie de la protéine CFTR 
suite à son adressage à la membrane plasmique. Le principe de cette technique est 
présenté dans le schéma 6. 
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Schéma 6 : Biotinylation de surface et durée de vie des protéines étiquetées 
Après la biotinylation de surface les protéines étiquetées sont purifiées pour obtenir 
les échantillons de « protéines biotinylées » t0, t12 et t24. La lyse cellulaire intervient 
respectivement 0, 12 et 24 heures après la réincubation des cultures cellulaires à 
37°C. 
 
Suite à la biotinylation de surface, les cultures cellulaires sont replacées à 37°C 
pendant 0, 12 ou 24 heures. Les cellules sont lysées puis les protéines biotinylées sont 
purifiées. Les échantillons t0, t12 et t24 sont respectivement obtenus (voir figure 16A). 
En t0 le signal obtenu constitue 100 % de la fraction initialement exposée à la 
membrane plasmique pour une protéine donnée. Le rapport des signaux obtenus à 
t12 et t24 sur le signal à t0 est alors calculé. Il révèle le pourcentage de protéines 
initialement étiquetées et qui ne sont pas dégradées après 12 et 24 heures. Cette 
démarche nous a permis d’estimer la demi-vie du CFTR biotinylé à !12 heures dans 
les CFBE-WT (figure 16B). L’influence de différents traitements sur la durée de vie de 
CFTR a été testée lors de nos travaux. Pour ces expériences, le pourcentage de CFTR 
étiqueté restant dans les cellules a été analysé uniquement après 24 heures. 
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Figure 16 : Demi-vie du CFTR biotinylé dans les CFBE-WT
A : Les cellules sont soumises à la biotinylation de surface puis lysées 0, 12 ou 24 
heures après réincubation à 37°C. 100 µg de lysats clairs sont alors exposés aux billes 
de streptavidine pour obtenir les échantillons de « protéines biotinylées ». 
B : Les signaux « protéines biotinylées » ont été quantifiés puis les rapports t12/t0 et 
t24/t0 ont été calculés. Le pourcentage de CFTR étiqueté se retrouvant non 
dégradé après 12 ou 24 heures a ainsi pu être déterminé.  
 
La durée de vie d’une protéine membranaire n’est pas le seul paramètre 
influençant l’importance de sa fraction exposée à la surface cellulaire. L’implication 
des mouvements vers et à partir de la membrane plasmique a déjà été mentionnée 
précédemment. Dans la partie A3, un mode opératoire permettant d’estimer 
l’efficacité de l’internalisation a été décrit. Une variation du protocole initial de 
biotinylation de surface qui permet d’évaluer la stabilité apparente à la surface 
cellulaire est commentée ci-dessous.  
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Schéma 7 : Biotinylation de surface et estimation de la stabilité apparente à la 
membrane plasmique 
Les protéines étiquetées sont purifiées pour obtenir les échantillons de « protéines 
biotinylées » t0, t12 et t24. La biotinylation de surface intervient respectivement 0, 12 
et 24 heures après l’ajout de cycloheximide dans le milieu de culture des cellules. 
 
La biotinylation de surface permet de déterminer la quantité de protéines 
exposées à la surface cellulaire dans un système figé. Le contexte dans lequel est 
réalisée cette étape de marquage permet en revanche d’interpréter les aspects 
dynamiques de la stabilité des protéines à la membrane plasmique. 
Dans des cellules en culture, l’apport de protéines issues de la néo-synthèse 
peut être limité par l’utilisation de certaines drogues. Le cycloheximide (CHX) 
possède cette propriété puisqu’il inhibe la traduction des ARNm. Dans le cas de 
CFTR, l’effet du CHX est visualisable par observation du profil électrophorétique de la 
protéine (voir la figure 17). Dès 12 heures de traitement, les formes immatures du 
canal initialement présentes sont dégradées ou maturées et le blocage de la néo-
synthèse est reflété par l’absence de bande B. 
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Figure 17 : Stabilité de la protéine CFTR dans les CFBE-WT 
A : La synthèse protéique est inhibée par 100 µg/mL de cycloheximide pendant 12 
ou 24 heures avant la lyse des CFBE-WT. 
B : Les signaux obtenus par western blot sont quantifiés puis le pourcentage de CFTR 
initialement présent et non dégradé est estimé en calculant les rapports t12/t0 et 
t24/t0. 
 
Il est à noter que le blocage global du mécanisme de traduction des ARNm 
par le CHX implique de prendre des précautions d’interprétation lors de l’analyse 
des résultats. En effet, selon les stabilités respectives des protéines, des différences de 
représentativité dans les échantillons peuvent apparaître. Les protéines stables sont 
surreprésentées dans un échantillon obtenu après un traitement au CHX par rapport 
à un échantillon obtenu sans ce traitement. En effet, si la comparaison du contenu 
de ces deux échantillons se fait à partir d’une même quantité totale de lysat, alors 
l’abondance absolue des protéines stables est surévaluée. Pour des incubations de 
24 heures, il a notamment été observé que la concentration des lysats clairs est 
globalement réduite de 50 %. Ceci explique pourquoi l’utilisation du cycloheximide 
est peu adaptée pour évaluer la demi-vie d’une protéine. Cependant, il permet 
d’estimer de manière indirecte des stabilités relatives. Des rapports d’abondance de 
protéines d’intérêt (avec ou sans traitement au CHX) sont donc calculés et 
comparés entre eux dans ce manuscrit. 
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Evaluer l’importance de la fraction d’une protéine exposée à la membrane 
plasmique, avant et après un traitement au CHX, permet d’obtenir des informations 
sur le trafic de cette protéine à partir de et vers la surface cellulaire. L’influence de 
l’adressage des protéines néo-synthétisées sur la quantité de protéines présentes à 
la surface cellulaire peut être annihilée dans ce contexte. Le principe de telles 
expériences est décrit dans le schéma 7. Nous avons suivi le mode opératoire décrit 
dans le paragraphe 12c du matériel et méthodes pour estimer indirectement la 
stabilité de la protéine CFTR à la surface des CFBE-WT. Les résultats ont été 
interprétés en calculant le rapport des quantités de protéines biotinylées t24/t0 (voir 
la figure 18). La valeur de ce rapport qui est obtenue dans des conditions contrôle a 
été utilisée pour définir 100 % de stabilité. Les valeurs obtenues suites à différents 
traitements ont été normalisées par rapport à ce standard. Cette démarche a été 
utilisée pour interpréter l’influence de ces traitements sur l’évolution apparente de 
l’abondance du CFTR de surface des cellules. 
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Figure 18 : Stabilité apparente du canal CFTR à la surface des CFBE-WT 
La biotinylation de surface est réalisée sur des CFBE-WT soumises (+), ou non, à 24 
heures de traitement préalable au cycloheximide.  
 
 En complément de ce qui a été décrit précédemment, les résultats de la 
figure 18 soulignent le biais qui peut être induit par les traitements au cycloheximide. 
Alors que la demi-vie du canal CFTR a été estimée à !12 heures (suite à son 
adressage à la membrane plasmique ; figure 16) et que la synthèse protéique a été 
bloquée pendant 24 heures, l’abondance du CFTR à la surface des CFBE-WT ne 
semble pas diminuer. Puisque la quantité de CFTR biotinylé est analysée à partir de 
mêmes quantités de lysat clair (100 µg dans chaque cas), cette absence de 
diminution est vraisemblablement due à la surreprésentation du canal chlorure 
parmi les protéines non dégradées en fin de traitement. Ceci confirme la nécessité 
de calculer un rapport d’abondance pour évaluer la stabilité apparente des 
protéines transmembranaires à la surface des cellules. 
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Partie B : Propriétés biochimiques de la protéine CFTR dans les CFBE-WT 
 
L’expression de CFTR peut être testée dans des échantillons protéiques de 
CFBE-WT, par western blot (voir la figure 12). Les résultats informent sur la quantité 
totale des protéines présentes à un moment donné. Aucune indication sur leur 
localisation sub-cellulaire initiale n’est en revanche directement obtenue. Le rapport 
d’abondance des formes glycosylées de CFTR (intermédiaire : bande B ; finale : 
bande C) peut néanmoins être estimé. Dans les CFBE-WT nous avons pu observer 
que 87+/-1 % (n>3) des protéines CFTR sont à l’état mature. Ce rapport donne une 
idée de la proportion de canaux CFTR ayant acquis leur niveau de glycosylation 
final par passage dans l’appareil de Golgi. Indirectement, ceci traduit qu’une large 
majorité de ces protéines est à un stade avancé de la voie de sécrétion. Pour 
autant, aucune corrélation directe avec la quantité de CFTR exposé à la surface 
des cellules ne peut être établie. 
L’utilisation de la technique de biotinylation de surface permet ce type 
d’interprétations. La partie A1 présente la démarche nous ayant menés au choix de 
la mise en place d’une telle approche. La partie A2 explique comment les protéines 
exposées à la surface des cellules peuvent ainsi être discriminées des autres. Leur 
quantification permet alors d’estimer la fraction exposée à la membrane plasmique 
pour une protéine donnée. Dans les CFBE-WT, il a été observé que 22+/-1 % (n>3) des 
protéines CFTR sont exposées à la surface des cellules à un instant donné (voir la 
figure 13A). En complément des résultats commentés dans le paragraphe 
précédent, ceci suggère qu’une quantité importante de CFTR se retrouve dans des 
vésicules du trafic intracellulaire en cours de transit. En effet, si plus de 4/5 des 
canaux CFTR sont présents sous forme mature, seulement 1/5 d’entre eux seraient 
effectivement localisés à la membrane plasmique de CFBE-WT (figure 19). Ainsi, 
l’intérêt d’étudier la régulation du trafic du canal chlorure se trouve renforcé. 
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Figure 19 : Proportions de CFTR mature et de CFTR exposé à la surface des CFBE-WT
Les deux formes de glycosylation de la protéine CFTR ont été quantifiées dans des 
lysats de CFBE-WT. De même, par biotinylation de surface, la fraction de CFTR 
exposée à la surface cellulaire a été estimée. Les valeurs correspondantes, 
exprimées en pourcentage de la quantité totale de CFTR, sont présentées sous 
forme d’histogramme. n>3 dans chaque cas. 
 
La maturation de la protéine CFTR néo-synthétisée n’a pas été analysée en 
détail lors de nos travaux. Néanmoins, nous avons pu observer que la forme 
immature de CFTR disparaît relativement rapidement dans des échantillons de CFBE-
WT soumises à une chasse au cycloheximide (voir la partie A5). La figure 17A met en 
évidence l’absence de bande B dès 12 heures de traitement. Une précaution 
particulière doit être prise lors de l’interprétation de ce résultat. En effet, la disparition 
de la forme immature ne résulte pas uniquement de sa transformation en forme 
mature. La dégradation par la voie ERAD de formes immatures n’ayant pas atteint 
un état de conformation correct au niveau du RE participe également à ce 
phénomène. Même la forme sauvage de la protéine CFTR est connue pour 
atteindre son état de conformation correct de manière peu efficace (Lukacs et al., 
1994 ; Ward et Kopito, 1994) et ceci se vérifie dans les CFBE-WT. Cet aspect serait en 
revanche compensé par une stabilité élevée de la forme mature. 
Nous avons mis en place un mode opératoire permettant d’analyser la 
dégradation de la protéine CFTR tout en s’affranchissant de l’influence de sa néo-
synthèse. Celui-ci est présenté dans la partie A5. Il permet une interprétation 
indirecte du phénomène questionné ici. C’est la stabilité du CFTR initialement 
étiqueté par biotinylation de surface qui est en fait suivie au cours du temps (voir la 
figure 16A). Ainsi, dans les CFBE-WT, nous avons observé une demi-vie de !12 heures 
pour la protéine CFTR dans le compartiment post-golgien, suite à son adressage 
préalable à la membrane plasmique (voir la figure 16B). Ce résultat souligne la 
stabilité élevée de la forme mature de la protéine CFTR qui est une propriété décrite 
auparavant dans plusieurs autres modèles (Sharma et al., 2001). 
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Nous avons également analysé la stabilité du canal à la surface des CFBE-WT. 
Celle-ci dépend des propriétés d’internalisation, de recyclage et de dégradation de 
la protéine. Dans ce cadre, la stabilité apparente de CFTR à la surface cellulaire a 
été testée. Dans la partie A5, le schéma 7 présente la démarche suivie à cet effet. 
En s’affranchissant de l’apport de CFTR néo-synthétisé, nous avons quantifié au cours 
du temps le CFTR exposé à la membrane plasmique. Dans les conditions utilisées, 
l’abondance du CFTR de surface ne semble pas diminuer après 24 heures de 
traitement au cycloheximide (voir la figure 18). Ceci est dans la lignée des données 
de la littérature (Sharma et al., 2001) bien que la stabilité de CFTR à la surface 
cellulaire soit surévaluée avec notre mode opératoire (voir le commentaire de la 
partie A5). Conjointement, la démarche de biotinylation présentée dans la partie A3 
a permis de quantifier l’internalisation du canal. En utilisant des temps d’analyse 
courts, nous nous sommes affranchis des phénomènes de dégradation et de 
recyclage des protéines préalablement étiquetées. Ainsi, il a pu être observé que 
10+/-1 % (n>3) des protéines CFTR initialement localisées à la membrane plasmique 
sont internalisés en 5 minutes (voir la figure 14), à la manière de ce qui a été 
rapporté par ailleurs (Ye et al., 2010). En comparaison de la stabilité apparente de 
CFTR à la surface cellulaire, ces propriétés d’internalisation suggèrent qu’un 
phénomène de recyclage compense l’endocytose relativement importante du 
canal. Cette notion a pu être renforcée en utilisant le mode opératoire décrit dans 
la partie A4. Celui-ci a permis de montrer que 24 heures après la biotinylation de 
surface seulement 27+/-3 % (n>3) des protéines CFTR préalablement étiquetées sont 
retrouvées dans le compartiment intracellulaire (voir la figure 15). De plus, avec un 
mode opératoire non décrit dans ce manuscrit, il a été estimé que 39+/-4 % (n>3) 
des protéines CFTR internalisées en 5 minutes sont recyclées vers la surface en 5 
minutes (résultat non présenté). 
 
La compilation de ces données confirme la validité de notre stratégie 
d’investigation. Celle-ci nous a permis d’explorer des propriétés biochimiques et des 
propriétés de mobilité intracellulaire de la protéine CFTR dans la lignée CFBE-WT. 
Dans ce modèle, la protéine apparaît relativement stable. Par ailleurs, une analyse 
approfondie révèle que la fraction de surface est très mobile. Un recyclage efficace 
compenserait en effet les phénomènes d’internalisation. Dans ce contexte, l’analyse 
de l’influence exercée par la perturbation de la voie Cdc42 a alors été entreprise. 
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Partie C : Perturbations de la voie Cdc42 
 
Cdc42 fait partie de la branche Rho de la super-famille des petites protéines 
G de type Ras. A la manière des autres membres de cette famille, elle peut se 
retrouver sous deux formes : active et associée au GTP ou inactive et associée au 
GDP. Le passage d’une forme à l’autre est l’objet de régulations complexes. Seules 
les formes activées des petites protéines G s’associent à différents effecteurs. C’est 
au travers de ces derniers que Cdc42 assure ses fonctions intracellulaires. L’une 
d’entre elles consiste en la régulation de l’organisation du cytosquelette d’actine. 
Nous y faisons référence dans ce manuscrit en parlant de la voie Cdc42. Deux 
démarches distinctes ont été suivies pour perturber la fonction de cette voie. D’une 
part, la quantité de protéines Cdc42 a été modulée dans les CFBE-WT, soit par 
surexpression, soit par déplétion. D’autre part, l’activité de Cdc42 a été inhibée par 
traitement pharmacologique des cellules au ML-141. 
 
C1. Modulation de la quantité de protéines Cdc42 dans les CFBE-WT 
C1a. Surexpression de protéines Cdc42 en fusion avec la GFP 
La quantité de Cdc42 a été artificiellement augmentée, dans les CFBE-WT, 
par surexpression. Dans un premier temps, des transfections transitoires ont été 
réalisées avec les quatre plasmides pcDNA3-EGFP présentés dans le matériel et 
méthodes. L’un code uniquement pour la GFP et les trois autres codent pour des 
formes de Cdc42 sauvage (WT) ou mutées (Q61L : constitutivement active ; T17N : à 
effet dominant négatif). Au bout de 48 heures, la présence de protéines en fusion 
avec la GFP a été testée dans des échantillons protéiques des cellules, par western 
blot (résultat non présenté). Dans ces conditions, le niveau d’expression des 
protéines d’intérêt s’est révélé très faible. Nous avons alors envisagé de sélectionner 
des lignées stables. Après sélection au G418, quatre populations hétérogènes 
exprimant de manière stable nos protéines d’intérêt ont été obtenues. Dans des 
échantillons protéiques provenant de ces  cellules, le niveau d’expression des 
protéines d’intérêt reste faible (voir la figure 20). De même, l’observation par 
microscopie à fluorescence semble indiquer une grande disparité des intensités de 
fluorescence au sein de chacune des quatre populations cellulaires (résultat non 
présenté). Ce dernier point suggère que les niveaux d’expression des transgènes 
peuvent varier de manière importante entre les différentes cellules d’une même 
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lignée. Ainsi, nous avons envisagé de sélectionner les clones présentant les plus forts 
niveaux d’expression. Nous souhaitions ainsi obtenir des contextes cellulaires plus 
homogènes dans lesquels nous pourrions réaliser l’investigation du transport 
intracellulaire de la protéine CFTR. Dans cette perspective, les cellules ont été mises 
en suspension puis triées en fonction de leur intensité de fluorescence par FACS 
(fluorescence-activated cell sorting). Ces opérations ont été réalisées à la 
plateforme de cytométrie en flux de la Faculté de Médecine de Limoges, par 
Catherine Ouk-Martin. Malheureusement, elles se sont révélées infructueuses. La 
démarche employée semble en effet incompatible avec le tri de CFBE-WT en 
suspension. D’une part, l’important volume des cellules altère l’efficacité de leur 
collecte. Ceci réduit considérablement l’enrichissement des cellules préalablement 
triées. D’autre part, le flux de telles suspensions cellulaires est fréquemment bloqué. 
Les cellules s’agglomèrent ou adhèrent à la paroi des conduits de circulation, ce qui 
allonge considérablement la durée des opérations. Par ailleurs, les cellules collectées 
présentent d’importantes difficultés de prolifération une fois remises en culture. 
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Figure 20 : Surexpression des formes de GFP-Cdc42 dans les CFBE-WT 
Les quatre vecteurs pcDNA3-EGFP mentionnés ont été utilisés pour la transfection 
des CFBE-WT. Des échantillons protéiques des lignées stables, sélectionnées grâce 
au G418, ont été préparés. L’expression des transgènes correspondants a été  testée 
par western blot en utilisant des anticorps primaires anti-GFP. 
 
Ces raisons nous ont conduits à utiliser exclusivement les lignées exprimant de 
manière stable, mais faible, les protéines d’intérêt. La variabilité des niveaux 
d’expression des transgènes nous semblait cependant fournir un contexte d’étude 
hétérogène. Cette caractéristique paraissait problématique pour la mise en place 
de nos travaux. A nos yeux, l’utilisation de ce matériel était incompatible avec une 
investigation approfondie des propriétés biochimiques de la protéine CFTR. Seuls 
quelques travaux préliminaires ont donc été réalisés avec ces cellules. Il y sera fait 
référence dans la discussion de ce manuscrit. Nous avons ensuite décidé de 
moduler l’activité de la voie Cdc42 par ARN interférence. 
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C1b. Déplétion des acteurs de la voie Cdc42 par ARN interférence 
Cdc42 et ses effecteurs Toca-1 et N-WASP interviennent dans la voie Cdc42 
qui influence l’organisation du cytosquelette d’actine fibrillaire (en amont du 
complexe Arp2/3). Les CFBE-WT ont donc été transfectées avec différents duplex de 
siRNA (voir les séquences des siRNA et leur choix en annexe A1) pour provoquer les 
déplétions respectives de ces trois protéines indépendamment. Par ailleurs, la 
transfection des cellules par un mélange de siRNA sans homologie avec les gènes 
eucaryotes (voir l’annexe A1) a été utilisée comme traitement contrôle. Cette 
condition a permis de confirmer l’absence d’effet non spécifique uniquement induit 
par la procédure de transfection avec des duplex d’ARN. 
Des échantillons protéiques ont été préparés 48 heures après la transfection 
des cellules. Les abondances de Cdc42, Toca-1 ou N-WASP y ont été révélées après 
western blot et immunodétection. Les images (voir la figure 21) ont alors été 
quantifiées et le signal obtenu pour chacune des trois protéines d’intérêt a été 
normalisé par le signal d’une protéine de référence. Pour la figure 21, cette protéine 
de référence est la !-actine. Les efficacités d’extinction ont alors été calculées par 
rapport au traitement contrôle. La figure 21 met en évidence l’efficacité de chacun 
des trois types d’ARN interférence. Ces traitements permettent des déplétions 
partielles de 77+/-4 %, 89+/-3 % et 76+/-2 % des protéines Cdc42, Toca-1 et N-WASP, 
respectivement (n>3 dans chaque cas). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
! %&
A 
!-actine 
Toca-1 
N-WASP 
Ctrl Cdc42 Toca-1 N-WASP RNAi 
Ezrine 
Cdc42 
 
B 
0
20
40
60
80
100
120
E
ff
ic
a
c
it
é
 d
e
 d
é
p
lé
ti
o
n
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
(%
 d
e
s 
p
ro
té
in
e
s 
d
!
in
té
rê
t 
  
  
 
a
v
e
c
 le
 R
N
A
i c
o
n
tr
ô
le
) 
Toca-1 N-WASP Cdc42 
77+/-4 
** 
89+/-3 
*** 
76+/-2 
*** 
 
Figure 21 : Déplétion des protéines de la voie Cdc42 par RNAi 
A : Les CFBE-WT ont été transfectées avec des duplex de siRNA contrôle, ou 
complémentaires des ARNm codant pour les protéines Cdc42, Toca-1 ou N-WASP. 
48 heures après les transfections, les échantillons protéiques ont été préparés puis les 
protéines ezrine, Cdc42, Toca-1, N-WASP et !-actine,  y ont été immunodétectées 
après western blot. 
B : Les signaux obtenus dans la figure 21A ont été quantifiés puis normalisés par le 
signal de la !-actine. Les abondances relatives des protéines d’intérêt ont alors été 
exprimées par rapport à la condition contrôle (RNAi Ctrl). Les efficacités d’extinction 
résultantes sont présentées sous forme d’histogramme. n>3. 
 
La démarche décrite ci-dessus ne permet pas une extinction totale des 
protéines ciblées. Néanmoins, les déplétions induites par ARN interférences sont 
toutes supérieures à 50 %. Selon nous, ces caractéristiques constituaient des 
conditions suffisantes pour provoquer une perturbation de la voie Cdc42. Cette 
approche a donc été utilisée dans notre modèle. L’influence sur l’organisation du 
cytosquelette d’actine et sur les propriétés de la protéine CFTR a alors été étudiée. 
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L’ARN interférence permet de réduire de manière sélective la synthèse d’une 
protéine donnée dans les cellules. Nous avons utilisé cette approche pour déréguler 
la voie Cdc42, traduire les effets de cette perturbation et ainsi déterminer la fonction 
normalement assurée par cette voie. Les résultats obtenus par cette technique 
doivent cependant être interprétés en respectant certaines précautions. Le principe 
de déplétion ainsi que la longueur du temps de traitement peuvent en effet 
conduire à des conclusions inappropriées. Trois cas de figure sont décrits ci-dessous. 
(1) La fonction d’une protéine n’est pas uniquement corrélée à son abondance. Elle 
peut, par exemple, nécessiter la formation d’un complexe avec une autre protéine. 
La stœchiométrie entre ces deux protéines, plus que l’abondance de l’une ou de 
l’autre, est alors importante pour que le complexe assure sa fonction. Modifier la 
quantité d’un seul de ces deux partenaires pourrait se révéler inefficace dans 
certains cas. (2) Si la sélectivité de la déplétion en protéine d’intérêt peut être 
contrôlée, des phénomènes de compensation peuvent interférer avec les 
évènements liés à l’extinction initiale. Une protéine annexe pourrait en effet venir 
combler la perte de fonction préalablement induite par l’ARN interférence. (3) 
L’ARN interférence modifie les systèmes cellulaires sur une période relativement 
longue. L’analyse en fin de traitement est donc réalisée dans un contexte cellulaire 
perturbé inédit. La fonction alors attribuée à une protéine pourrait être différente de 
celle qu’elle assure effectivement dans le contexte normal. 
Pour ces raisons, nous avons souhaité compléter et diversifier nos modes de 
perturbation de la voie Cdc42. Une approche alternative adaptée devait permettre 
d’inhiber le rôle de la voie Cdc42 sans passer par un phénomène de déplétion ou 
de surexpression. Un traitement pharmacologique de courte durée semblait alors 
constituer une solution envisageable (Von Kleist et Haucke, 2011). 
 
C2. Inhibition de la voie Cdc42 par traitements pharmacologiques au ML-141 ou à la 
wiskostatine  
Jusqu’à présent, peu de molécules capables d’altérer la fonction de Cdc42 
étaient disponibles. Récemment, le ML-141 a été décrit comme un inhibiteur de 
cette petite GTPase (Surviladze et al., 2010). Dans différents systèmes cellulaires, à 10 
µM, il permettrait l’inhibition de Cdc42 en 30 minutes. De plus, contrairement à la 
secramine (autre inhibiteur affectant Cdc42 de manière non sélective ; Pelish et al., 
2006), le ML-141 n’agirait pas sur les autres petites protéines G de la famille Rho. En 
avril 2011, le Docteur Jennifer Golden (University of Kansas) nous a généreusement 
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fourni cette molécule. Dans un premier temps, nous avons confirmé sa capacité 
d’inhibition de Cdc42, ainsi que sa sélectivité dans notre modèle cellulaire. Par GST-
pull down, nous avons pu observer une réduction de l’ordre de 50 % de la proportion 
des formes actives de Cdc42 dans des lysats de CFBE-WT préalablement exposées 
au ML-141 (voir la figure 22). En ce qui concerne les deux GTPases Rac1 et RhoA, en 
revanche, aucune diminution significative n’est observée dans les mêmes 
conditions. 
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Figure 22 : Inhibition sélective de Cdc42 par le ML-141 dans les CFBE-WT 
Les CFBE-WT ont été incubées pendant 30 minutes avec 10 µM de ML-141 ou 1 % 
(v/v) de DMSO (traitement contrôle). Les formes actives des GTPases ont ensuite été 
enrichies dans les lysats clairs de ces cellules. Les formes liées au GTP des protéines 
Cdc42 et Rac1, ou RhoA, ont alors été purifiées par GST pull down, puis quantifiées 
après western blot et immunodétection, dans les échantillons obtenus (A). Les 
proportions relatives des formes actives ont été exprimées par normalisation par 
rapport au traitement contrôle (B). n=3. 
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Ces résultats confirment la validité de la démarche pharmacologique pour 
inhiber la protéine Cdc42 dans notre modèle. Conjointement, la wiskostatine a été 
utilisée pour inhiber la protéine N-WASP. Cette drogue a été décrite par ailleurs pour 
empêcher la polymérisation de l’actine fibrillaire en maintenant N-WASP dans son 
état auto-inhibé (Peterson et al., 2004). Son influence sur le trafic intracellulaire de 
CFTR a également été mise en évidence dans un modèle de cellules BHK 
(Ganeshan et al., 2007). L’analyse des effets du ML-141 et de la wiskostatine, sur 
l’organisation du cytosquelette d’actine et sur les propriétés de la protéine CFTR, a 
ainsi été entreprise dans le modèle CFBE-WT. 
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Partie D : Voie Cdc42 et organisation du cytosquelette d’actine dans les 
CFBE-WT 
 
L’organisation du cytosquelette d’actine peut être régulée par la voie Cdc42. 
Dans ce cadre, le complexe Arp2/3 est stimulé et il catalyse alors la nucléation 
d’embranchements à partir de fibres préexistantes. Ce phénomène peut être à 
l’origine de déformations de domaines membranaires ou de formations de pistes de 
circulation pour le trafic vésiculaire. Les sites de localisation de GTP-Cdc42 
constituent ainsi des domaines où la dynamique de nucléation du cytosquelette 
d’actine peut influencer le trafic intracellulaire et/ou la morphologie cellulaire. Les 
perturbations de la voie Cdc42, qui sont décrites dans la partie C, ont été réalisées 
dans les CFBE-WT. Leur influence sur l’organisation des microfilaments d’actine a été 
déterminée par quantification de l’actine fibrillaire et par observation de 
l’architecture cellulaire en microscopie confocale.  
 
D1. Traitements pharmacologiques des CFBE-WT et organisation du cytosquelette 
d’actine 
La protéine N-WASP est le membre de la voie Cdc42 qui induit la nucléation 
de l’actine fibrillaire. Nous avons soumis les CFBE-WT à la wiskostatine pour évaluer 
son influence sur l’organisation des microfilaments d’actine. Initialement des 
traitements de 30 minutes ont été réalisés. Ce temps d’incubation avait été choisi 
pour correspondre aux conditions d’utilisation du ML-141 utilisé pour la même 
approche. De plus, en référence aux travaux de 2007 de Ganeshan et 
collaborateurs, les effets de la wiskostatine ont été testés à une concentration de 
100 µM. Cependant, ces conditions semblaient perturber le bon déroulement de 
certaines expériences. Les cellules pouvaient présenter une forte tendance à se 
décrocher de leur support de culture lors des étapes de lavage et, dans ce cas, les 
lysats cellulaires présentaient des concentrations très faibles en protéines. Les 
résultats ainsi obtenus étaient difficilement reproductibles et, de ce fait, nous avons 
donc utilisé cette drogue à 10 µM. 
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D1a. Inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 et quantité d’actine 
fibrillaire dans les CFBE-WT 
En normalisant les résultats obtenus par rapport au traitement contrôle avec 
du DMSO, nous avons pu estimer que la quantité d’actine fibrillaire est diminuée de 
22+/-2 % (n=3) par un traitement des CFBE-WT avec la wiskostatine. Comme attendu, 
cette molécule affecte l’intégrité des microfilaments. Son effet est comparable à 
celui de la cytochalasine B qui a été utilisée comme témoin positif de l’inhibition 
mécanique de l’élongation des microfilaments. La toxine induit, pour sa part, une 
diminution de 21+/-7 % (n=3) de la quantité d’actine F. 
De la même manière, le ML-141 semble influencer l’organisation des 
microfilaments.  La figure 23 indique que l’inhibiteur de Cdc42 entraine une 
diminution de la quantité d’actine polymérisée, de 30+/-3 % (n=3), comparable à 
celles obtenues avec la wiskostatine ou la cytochalasine B. 
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Figure 23 : L’inhibition pharmacologique de la voie Cdc42 réduit le contenu en 
actine F des CFBE-WT 
Les CFBE-WT ont été soumises à 1 % (v/v) de DMSO (condition contrôle), 10 µM de 
wiskostatine, de ML-141 ou de cytochalasine B, pendant 30 minutes. Le contenu en 
actine fibrillaire a ensuite été quantifié. Les abondances relatives sont exprimées par 
rapport à la quantité d’actine F présente dans la condition contrôle. n>3. 
 
Ces données prouvent que les inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 
réduisent la quantité d’actine fibrillaire. Nous nous sommes alors demandé quelles 
pouvaient être les répercussions de ce phénomène sur la morphologie des CFBE-WT. 
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D1b. Inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42, organisation du 
cytosquelette d’actine et architecture des CFBE-WT 
Les cellules ont été cultivées sur filtres semi-perméables avec une interface 
air/liquide jusqu’à l’obtention d’une monocouche de cellules polarisées. Elles ont 
ensuite été traitées avec la wiskostatine ou le ML-141 avant de procéder au 
marquage de structures intracellulaires (préalablement figées avec du 
paraformaldéhyde). D’une part, l’immunomarquage de la protéine zonula 
occludens-1 (ZO-1) a été réalisé. Cette protéine est un constituant des jonctions 
serrées dans les épithéliums. D’autre part, de la phalloïdine (couplée au 
fluorochrome TRITC) a été utilisée comme traceur de la forme fibrillaire de l’actine. 
L’observation au microscope confocal (figure 24) révèle que le ML-141 et la 
wiskostatine n’affectent pas la polarisation des CFBE-WT. Des sites de concentration 
de la protéine ZO-1, suggérant la présence de jonctions serrées, sont en effet 
observés dans chacune des conditions de traitement. De plus, dans des conditions 
contrôle, la phalloïdine s’associe à un réseau restreint à des zones sous-
membranaires apicales et basolatérales. Ce type de marquage est représentatif du 
cytosquelette cortical composé d’actine F. Pour des traitements de 30 minutes avec 
10 µM de ML-141 ou de wiskostatine, l’organisation de ces structures est comparable 
à la condition contrôle. L’augmentation par un facteur 10 de la concentration en 
wiskostatine induit, en revanche, un marquage diffus par la phalloïdine qui est alors 
réparti de manière homogène dans le cytoplasme. Cette observation suggère 
qu’avec la wiskostatine à 100 µM l’organisation du cytosquelette d’actine est 
globalement altérée. Ce type de perturbations critiques pourrait expliquer 
l’incompatibilité de certaines de nos expériences avec cette concentration de la 
drogue. Nous avons pu relever que ceci a déjà été décrit auparavant (Guerriero et 
Weisz, 2007). 
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Figure 24 : L’inhibition pharmacologique de la voie Cdc42 ne désorganise pas 
l’architecture des CFBE-WT 
Les CFBE-WT polarisées sur filtres semi-perméables ont été traitées, pendant 30 
minutes, avec 1 % (v/v) de DMSO (condition contrôle) ou avec les inhibiteurs 
pharmacologiques de la voie Cdc42 (aux concentrations indiquées). Les cellules ont 
ensuite été fixées  puis leurs membranes ont été perméabilisées. Les localisations de 
la protéine ZO-1 et de l’actine F ont respectivement été observées par 
immunomarquage et fixation de phalloïdine-TRITC. Les noyaux des cellules ont été 
marqués en utilisant le traceur TO-PRO®-3. Les barres correspondent à une taille de 
20 µm. 
 
Les résultats de la partie D1 mettent en évidence une diminution de la 
quantité d’actine fibrillaire par l’inhibition pharmacologique de la voie Cdc42. 
Néanmoins, lors de traitements modérés (ML-141 ou wiskostatine pendant 30 minutes 
à 10 µM), la polarisation des CFBE-WT semble être conservée. De même, dans ces 
conditions, l’architecture du cytosquelette cortical d’actine n’apparaît pas 
dramatiquement modifiée. Pour compléter ces données, les effets induits par 
déplétion des protéines de la voie Cdc42 ont été analysés. 
 
D2. Déplétion des protéines de la voie Cdc42 et polymérisation de l’actine fibrillaire 
dans les CFBE-WT 
Une approche alternative à la perturbation pharmacologique de la voie 
Cdc42 a été décrite dans la partie C1b. Dans ce paragraphe, nous présentons les 
effets de l’ARN interférence (ou RNAi) des protéines de la voie Cdc42 sur 
l’organisation du cytosquelette d’actine. La figure 25 met en évidence les quantités 
relatives d’actine fibrillaire dans les CFBE-WT après 48 heures de déplétion en 
protéine d’intérêt. Les résultats y sont exprimés en pourcentage de la quantité 
observée dans la condition contrôle. Celle-ci correspond à la transfection des 
cellules par des duplex de siRNA contrôle (RNAi Ctrl).  
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Figure 25 : La déplétion de N-WASP réduit le contenu en actine F des CFBE-WT 
Les déplétions en protéines Cdc42, Toca-1 ou N-WASP ont été réalisées par RNAi 
dans les CFBE-WT. 48 heures après la transfection, l’actine fibrillaire a été quantifiée. 
Les abondances relatives d’actine F sont exprimées par rapport à la quantité 
observée dans les cellules ayant subi une transfection par les siRNA contrôle. n>3. 
 
La déplétion de N-WASP induit une diminution de 28+/-7 % (n=3) de la 
quantité d’actine F. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par l’approche 
pharmacologique décrite précédemment. L’inhibition de N-WASP par la 
wiskostatine entrainait en effet une diminution comparable de !22 %. En revanche, 
alors que le ML-141 perturbe la polymérisation des microfilaments (voir la figure 23), 
le contenu en actine F n’est pas significativement modifié dans les CFBE-WT après 48 
heures de RNAi de Cdc42. Comme cela a été mentionné dans la partie C1b, au 
moins une raison peut expliquer cette différence. Dans le contexte présent, le 
contenu en actine F est analysé suite à une perturbation de 48 heures de la voie 
Cdc42 (contre 30 minutes pour l’approche pharmacologique avec le ML-141). Il est 
envisageable que, dans de tels délais, des phénomènes de compensation aient été 
mis en place dans les cellules. La fonction assurée par la petite protéine G dans le 
système cellulaire normal pourrait avoir été prise en charge par un autre acteur 
moléculaire après les 48 heures de déplétion en Cdc42. De plus, la déplétion de 
Toca-1 n’affecte pas la quantité d’actine F 48 heures après la transfection des CFBE-
WT. 
 
La compilation de ces résultats confirme la participation de la voie Cdc42 au 
maintien de l’organisation du cytosquelette d’actine dans notre modèle. Les 
conditions expérimentales testées dans cette partie et utilisées par la suite pour 
l’inhibition pharmacologique de cette fonction altèrent l’état de polymérisation de 
l’actine F dans les CFBE-WT, sans conduire à une désorganisation du cytosquelette. 
Leur impact sur les propriétés biochimiques et le trafic intracellulaire de la protéine 
CFTR a alors été testé. 
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Partie E : Déplétion des protéines de la voie Cdc42 et propriétés de la 
protéine CFTR dans les CFBE-WT 
 
Différentes propriétés de la protéine CFTR ont été analysées suite à la 
perturbation de la voie Cdc42 par RNAi. Dans ce cadre, les techniques détaillées 
dans la partie A ont été utilisées. Elles sont brièvement résumées par un schéma 
récapitulatif accompagnant chaque figure de cette nouvelle partie. Les résultats 
ainsi obtenus sont interprétés en comparaison des propriétés biochimiques de CFTR 
dans des conditions contrôle. L’amplitude des effets observés est exprimée sous 
forme d’histogramme, en pourcentage du résultat obtenu avec le RNAi contrôle. 
 
E1. Déplétion des protéines de la voie Cdc42 et quantité totale de CFTR 
Dans un premier temps, l’abondance de CFTR a été estimée 48 heures après 
la transfection des CFBE-WT par des duplex de siRNA contrôle (condition Ctrl) ou 
dirigés contre les ARNm codant pour Cdc42, Toca-1 ou N-WASP. Dans les quatre 
types d’échantillons protéiques, la présence de CFTR a été révélée après western 
blot et immunodétection. Suite à la quantification des images obtenues, 
l’abondance relative du canal chlorure a pu être estimée. La figure 26 indique que 
les déplétions de Cdc42, Toca-1 ou N-WASP induisent respectivement des 
augmentations de 37+/-2 % et 22+/-4 % ou une légère diminution de 6+/-1 % de la 
quantité totale de CFTR par rapport au contrôle (n>3 pour chacune des conditions). 
Par ailleurs, nous avons vérifié que la transfection des cellules par les siRNA contrôle 
ne modifie pas la quantité totale de CFTR (résultat non présenté). 
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Figure 26 : La déplétion des acteurs de la voie Cdc42 modifie la quantité totale de 
CFTR dans les CFBE-WT 
A : La transfection des CFBE-WT a été réalisée avec des duplex de siRNA contrôle ou 
complémentaires des ARNm codant pour Cdc42, Toca-1 ou N-WASP. Dans les 
échantillons protéiques préparés au bout de 48 heures de traitement, la présence 
des protéines CFTR et Na+/K+ ATPase #1 a alors été révélée après western blot et 
immunodétection. Les images ainsi obtenues ont ensuite été quantifiées. 
B : L’abondance relative de CFTR est exprimée, sous forme d’histogramme, en 
pourcentage de la quantité de CFTR dans les échantillons RNAi Ctrl. n>3. 
 
Des modifications de l’expression du gène CFTR auraient pu être à l’origine 
des variations d’abondance de la protéine CFTR. Nous avons testé cette hypothèse 
en réalisant des RT-PCR quantitatives suite aux perturbations de la voie Cdc42 par 
RNAi. Les résultats obtenus indiquent que la quantité d’ARNm codant pour le canal 
chlorure est invariable dans ces différentes conditions (résultat non présenté). Ceci 
suggère une influence post-transcriptionnelle de la déplétion des acteurs de la voie 
Cdc42 sur la quantité totale de CFTR. 
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L’étape suivante de la voie de sécrétion des protéines destinées à la 
membrane plasmique se déroule au niveau du réticulum endoplasmique. La 
traduction des ARNm permet alors la néo-synthèse de ces polypeptides glycosylés. 
Afin de tester l’implication de cette étape dans les variations de quantité de CFTR 
induites par déplétion des acteurs de la voie Cdc42, des expériences de chasse au 
cycloheximide (CHX) ont été réalisées. Dans ce cadre, le CHX est utilisé pour inhiber 
l’activité traductionnelle des ribosomes. 
Alors que 48 heures après l’ARN interférence de Cdc42, Toca-1 ou N-WASP, 
des variations d’abondance de CFTR sont observées (voir la figure 26), l’ajout de 
CHX, lors des 24 dernières heures précédant la préparation des échantillons 
protéiques, annihile les effets de ces déplétions. La figure 27 montre que dans ces 
conditions la quantité totale de CFTR devient invariable par rapport au RNAi 
contrôle. Comme attendu, seule la bande B est observable dans ces conditions. En 
effet, durant les 24 heures de traitement, le CHX bloque la production de CFTR 
immature et, dans ce délai, les bandes B préexistantes sont soit dégradées par le 
système ERAD soit maturées en bande C (voir la figure 17 et la partie B).  
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Figure 27 : Le cycloheximide annihile les effets des déplétions de Cdc42, Toca-1 et 
N-WASP, sur la quantité totale de CFTR des CFBE-WT 
A : 24 heures après la transfection des CFBE-WT, les milieux de culture ont été 
complétés de CHX à 100 µg/mL, puis de nouveau incubés pendant 24 heures à 
37°C. Dans les échantillons protéiques correspondants, les protéines CFTR et Na+/K+ 
ATPase #1 ont alors été quantifiées après western blot et immunodétection. 
B : L’abondance relative de CFTR est exprimée, sous forme d’histogramme, en 
pourcentage de la quantité de CFTR dans les échantillons RNAi Ctrl. n=3. 
 
Cette observation suggère une intervention de la voie Cdc42 dans le 
processus de néo-synthèse de la protéine CFTR. Trois modes d’action hypothétiques 
de la protéine Cdc42 ont pu être envisagés: (1) par inhibition de la traduction de 
l’ARNm codant pour le canal chlorure ; (2) en limitant la maturation du CFTR ; ou (3) 
en participant à la dégradation de cette protéine. 
Les résultats de la figure 26 nous ont permis de constater que l’abondance 
relative des deux formes de glycosylation de CFTR, finale et intermédiaire (bande C 
et bande B, respectivement), est modifiée de manière significative suite à la 
déplétion de Cdc42. Bien que cet effet soit faible (le pourcentage de bande C est 
alors de 84+/-1 % contre 87+/-1 % lors du RNAi contrôle (n>3 dans chaque cas) ; soit 
une diminution de 5 % de la valeur du rapport [bande C/CFTR total]), un rôle plus ou 
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moins direct de la petite protéine G dans la régulation de la maturation de CFTR ne 
peut pas être exclu. Du reste, les quantités de formes matures et immatures de CFTR 
sont toutes les deux augmentées suite à la déplétion de Cdc42. Cette 
caractéristique serait alors en faveur d’une intervention de la protéine Cdc42 pour 
limiter la traduction des ARNm codant pour CFTR ou pour déstabiliser cette protéine 
suite à sa néo-synthèse. 
Par la suite, nous avons souhaité déterminer la destination des canaux 
chlorure surexprimés lors de la déplétion de Cdc42 et tester l’implication de la voie 
Cdc42 dans la dégradation du CFTR dans les CFBE-WT. 
 
E2. Déplétion des protéines de la voie Cdc42 et quantité de CFTR à la membrane 
plasmique 
Des variations de la quantité de CFTR sont observables dans les CFBE-WT suite 
à la déplétion des acteurs de la voie Cdc42 (partie E1). Les modes opératoires mis 
en place dans la partie précédente ne fournissaient aucune information directe sur 
la localisation subcellulaire du canal chlorure. Des expériences de biotinylation de 
surface (voir la partie A2) ont alors été réalisées pour quantifier le CFTR présent à la 
membrane plasmique (figure 28). Suite aux ARN interférences de Cdc42, Toca-1 ou 
N-WASP, les abondances relatives de CFTR à la surface cellulaire sont 
respectivement augmentées de 36+/-3 % ou 14+/-4 % ou diminuée de 12+/-2 %, par 
rapport à la condition contrôle (n>3 dans chaque cas). Les figures 26 et 28 mettent 
en évidence une corrélation directe entre la quantité totale de CFTR et la quantité 
de protéines CFTR exposées à la surface des CFBE-WT, suite à la perturbation de la 
voie Cdc42 par RNAi. 
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Figure 28 : La déplétion des acteurs de la voie Cdc42 modifie la quantité de 
protéines CFTR exposées à la surface des CFBE-WT 
A : 48 heures après les transfections, les protéines de surface ont été biotinylées puis 
purifiées (voir la partie A2). Les protéines biotinylées CFTR et Na+/K+ ATPase #1 ont 
alors été quantifiées après western blot et immunodétection. 
B : L’abondance relative de CFTR de surface est exprimée, sous forme 
d’histogramme, en pourcentage de la quantité de CFTR biotinylé dans les 
échantillons RNAi Ctrl. n>3. 
 
Les similitudes de variation du CFTR total et de surface, suite à la déplétion de 
la protéine Cdc42, suggèrent qu’une partie des canaux ainsi surexprimés se retrouve 
par la suite à la membrane plasmique des CFBE-WT. L’accessibilité de ce surplus de 
CFTR à la surface cellulaire constituait dès lors une caractéristique intéressante. En 
effet, plusieurs protocoles de biotinylation de surface pouvaient, dans ce cas, être 
mis en place pour analyser différentes propriétés de stabilité et de trafic 
intracellulaire de la protéine. Nous avons donc souhaité confirmer cette notion en 
analysant l’adressage du canal CFTR à la surface des CFBE-WT. 
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E3. Déplétion des protéines de la voie Cdc42 et adressage du CFTR néo-synthétisé à 
la membrane plasmique 
Après la néo-synthèse des protéines de surface au niveau du RE (et leur 
maturation dans le RE et dans l’appareil de Golgi), l’adressage à la membrane 
plasmique constitue l’étape suivante de la voie de sécrétion. Dans des expériences 
de biotinylation, l’alimentation de la surface cellulaire par des protéines 
membranaires issues de la néo-synthèse a pu être bloquée par des traitements de 24 
heures au cycloheximide. Le CFTR exposé à la membrane plasmique a alors été 
quantifié avec (+) ou sans le traitement au CHX (-), comme mentionné dans la figure 
29. Les rapports (+)/(-) ont ensuite été utilisés pour évaluer l’évolution de 
l’abondance du CFTR de surface pendant la période d’inhibition de la synthèse 
protéique. La valeur obtenue dans le cas du RNAi contrôle a été utilisée comme 
référence (100 %). Dans de telles conditions, les variations d’abondance de CFTR à 
la membrane plasmique sont respectivement réduites de 19+/-3 % ou 14+/-2 %, lors 
des déplétions de Cdc42 ou Toca-1 (n=3 dans chaque cas). Le traitement au CHX, 
en revanche, n’affecte pas ce paramètre dans le cas de la déplétion de N-WASP. 
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Figure 29 : Lors de la déplétion des acteurs de la voie Cdc42, les variations du CFTR 
de surface sont modifiées par l’inhibition de la synthèse protéique 
A : 24 heures après la transfection, les milieux de cultures ont été complétés de CHX 
à 100 µg/mL (+), ou de DMSO à 1 % (v/v) (-). 24 heures plus tard, les protéines de 
surface ont été biotinylées puis purifiées pour obtenir les échantillons de protéines 
biotinylées (+) et (-). Les protéines CFTR et Na+/K+ ATPase #1 y ont alors été 
quantifiées après western blot et immunodétection. 
B : Les variations d’abondance de CFTR à la membrane plasmique ont été estimées 
en calculant les rapports (+) sur (-). La valeur obtenue pour le RNAi Ctrl a été utilisée 
comme référence (100 %) pour exprimer, sous forme d’histogramme, les variations 
relatives dans les trois autres conditions. n=3. 
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Dans la partie E1, nous avons pu observer que le CHX annihile l’effet des 
déplétions des acteurs de la voie Cdc42 sur la quantité totale de CFTR. Notamment, 
les augmentations respectives de !37 % et !22 % obtenues par les RNAi Cdc42 et 
Toca-1 sont absentes si la néo-synthèse protéique est bloquée 24 heures après la 
transfection des cellules (et pour les 24 heures de traitement restant avant la 
préparation des échantillons). Dans les mêmes conditions, les résultats de la figure 29 
indiquent que l’abondance relative du CFTR de surface est réduite de !19 % et !14 
% respectivement. Les étapes précoces de la voie de sécrétion de CFTR (en amont 
de l’adressage à la membrane plasmique) sont donc affectées par la déplétion de 
la protéine Cdc42 et les variations d’abondance du CFTR de surface peuvent être 
attribuées, au moins en partie, à une modification de la quantité de canaux néo-
synthétisés adressés à la membrane plasmique. Le phénomène observé dans la 
figure 29 est vraisemblablement lié à l’influence de Cdc42 sur l’abondance du CFTR 
disponible pour l’adressage vers la surface cellulaire plutôt qu’à l’efficacité 
d’adressage à proprement parler. 
Par ailleurs, l’exposition à la membrane plasmique des canaux CFTR stabilisés 
par la déplétion de Cdc42 nous a permis d’entreprendre l’analyse des propriétés du 
canal en aval de son adressage à la surface cellulaire. Dans les parties suivantes, les 
influences de la voie Cdc42 sur la dégradation, la stabilité à la membrane 
plasmique et l’endocytose du canal CFTR sont présentées. 
 
E4. Déplétion des protéines de la voie Cdc42 et stabilité de la protéine CFTR suite à 
son adressage à la membrane plasmique 
Une technique de biotinylation de surface présentée dans la partie A5 a 
permis de suivre de manière indirecte la dégradation de la protéine CFTR. Dans ces 
expériences, c’est en fait la stabilité des protéines préalablement biotinylées à la 
surface cellulaire qui a été testée au cours du temps (figure 30). 48 heures après la 
transfection des CFBE-WT, les protéines de surfaces ont été biotinylées puis purifiées 
(0). Alternativement, les cellules ont été replacées à 37°C pendant 24 heures (suite à 
la biotinylation de surface) avant de procéder à la capture des protéines biotinylées 
(24). Le CFTR biotinylé a été quantifié dans chaque cas et le rapport (24) sur (0) a été 
calculé. La valeur obtenue avec le RNAi contrôle a été utilisée comme référence 
pour définir 100 % de stabilité de la protéine CFTR suite à son adressage à la 
membrane plasmique. La figure 30 indique que la stabilité relative du CFTR biotinylé 
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est alors respectivement augmentée de 46+/-4 % et 15+/-2 % ou diminuée de 14+/-2 
% après les déplétions en Cdc42, Toca-1 ou N-WASP (n=3 pour chaque cas). 
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Figure 30 : Stabilité du CFTR biotinylé dans les CFBE-WT après déplétion des acteurs 
de la voie Cdc42 
A : 48 heures après la transfection, les protéines de surface ont été biotinylées avant 
d’être purifiées. L’étape de capture a été réalisée immédiatement après la 
biotinylation (0), ou alternativement suite à la ré-incubation des cellules à 37°C 
pendant 24 heures (24). Les deux types d’échantillons de protéines biotinylées (0) et 
(24) ont ainsi été préparés et les protéines CFTR et Na+/K+ ATPase #1 y ont alors été 
quantifiées après western blot et immunodétection. 
B : La stabilité du CFTR biotinylé a été estimée en calculant les rapports (24) sur (0). 
La valeur obtenue pour le RNAi Ctrl a été utilisée comme référence (100 %) pour 
exprimer, sous forme d’histogramme, les stabilités relatives du canal dans les trois 
autres conditions. n=3. 
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Complémentairement aux résultats présentés précédemment, ceci suggère 
que la voie Cdc42 affecte également des étapes distales de la voie de sécrétion du 
canal CFTR. Pour étayer cette hypothèse, les répercussions des perturbations de la 
voie Cdc42 sur la stabilité du canal à la membrane plasmique et sur son efficacité 
d’internalisation, ont alors été testées. 
 
E5. Déplétion des protéines de la voie Cdc42 et stabilité apparente de CFTR à la 
membrane plasmique 
Des variations de quantités de protéines CFTR adressées à la surface cellulaire, 
et de stabilité de ces protéines dans le compartiment post-golgien, ont 
respectivement été observées dans les parties E3 et E4. Puisque ces variations 
pourraient directement influencer la régulation de la quantité de CFTR exposé à la 
surface au cours du temps, le mode opératoire décrit dans la partie A5 a été utilisé 
pour analyser la stabilité apparente du canal chlorure à la membrane plasmique 
(indépendamment d’un apport continu en CFTR néo-synthétisé). Dans ce contexte, 
la déplétion des protéines Cdc42 a tout d’abord été réalisée sur une période de 48 
heures. Comme indiqué précédemment, ces conditions permettent la mise en 
place des effets ciblant les étapes précoces de la voie de sécrétion de la protéine 
CFTR. L’abondance du CFTR de surface a, par la suite, été mesurée, soit directement 
(-), soit après une ré-incubation des cellules avec du cycloheximide pendant 24 
heures (+), comme indiqué dans la figure 31. L’absence de néo-synthèse protéique 
lors du traitement au CHX implique que seule la gestion du CFTR dans les étapes 
tardives de la voie de sécrétion affecte la stabilité apparente des canaux chlorure 
CFTR exposés en surface. Les rapports (+) sur (-) ont été calculés pour estimer cette 
stabilité apparente de surface. La valeur obtenue dans la condition contrôle a été 
définie comme 100 % de stabilité. La figure 31 montre que suite à la déplétion de 
Cdc42, cette stabilité du CFTR en surface augmente de 12+/-3 % (n=3 dans chaque 
cas). 
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Figure 31 : La déplétion des protéines Cdc42 augmente la stabilité apparente du 
canal CFTR à la membrane plasmique des CFBE-WT 
A : 48 heures après la transfection, les protéines de surface ont été biotinylées puis 
purifiées (-). Alternativement, les cultures ont été complétées de CHX à 100 µg/mL, 
de nouveau incubées à 37°C pendant 24 heures, puis la biotinylation de surface et 
la purification des protéines biotinylées ont alors été réalisées (+). Les échantillons 
de protéines biotinylées (-) et (+) ont ainsi été préparés et les protéines CFTR et 
Na+/K+ ATPase #1 y ont été quantifiées après western blot et immunodétection. 
B : La stabilité apparente du canal CFTR à la surface des CFBE-WT a été estimée en 
calculant les rapports (+) sur (-). La valeur obtenue pour le RNAi Ctrl a été utilisée 
comme référence (100 %) pour exprimer, sous forme d’histogramme, la stabilité 
relative suite au RNAi Cdc42. n=3. 
 
Ces résultats concernent l’évolution à long terme de l’abondance du CFTR de 
surface à un instant donné. La dégradation des protéines (étudiée dans la partie 
E4), leur internalisation, ainsi que leur recyclage constituent les mécanismes des 
étapes distales de la voie de sécrétion qui peuvent influencer ce paramètre. C’est 
pourquoi nous nous sommes intéressés à l’endocytose du canal chlorure dans notre 
modèle. 
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E6. Déplétion des protéines de la voie Cdc42 et internalisation de CFTR 
L’endocytose de la protéine CFTR a été analysée grâce au mode opératoire 
décrit dans la partie A3. Suite à la transfection des CFBE-WT, les protéines de surface 
ont tout d’abord été biotinylées. Leur internalisation a été permise lors de 
réincubations des cultures cellulaires pendant 5 minutes à 37°C. Comme indiqué en 
A3, une étape de stripping a permis de discriminer les protéines biotinylées 
intracellulaires des protéines biotinylées retrouvées à la surface cellulaire suite à 
l’étape de réincubation. Pour des réactivations du trafic intracellulaire de courte 
durée, comme dans le cas présent, seule l’efficacité d’internalisation affecte la 
quantité de protéines internalisées (voir la partie A3). Les quantités relatives de CFTR 
internalisé ont ainsi été mesurées. Cependant, l’efficacité d’internalisation dépend 
de la quantité initiale de protéines présentes à la surface cellulaire (avant la 
réincubation). Les quantités relatives de CFTR internalisé (présentées dans la figure 
32) ont alors été normalisées par les quantités relatives de CFTR de surface 
(présentées dans la figure 28) pour estimer l’efficacité d’internalisation de la 
protéine. Dans le cas du RNAi contrôle, cette valeur a été utilisée pour définir 100 % 
d’efficacité d’internalisation. La figure 32 indique que les déplétions respectives en 
Cdc42, N-WASP et Toca-1 diminuent de 20+/-5 % et 11+/-2 % ou augmente de 11+/-1 
% l’internalisation de CFTR par rapport au contrôle (n=3 pour chaque condition). 
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Figure 32 : La déplétion des acteurs de la voie Cdc42 modifie l’efficacité 
d’internalisation de la protéine CFTR dans les CFBE-WT 
A : 48 heures après la transfection, les protéines de surface ont été biotinylées. Les 
cellules ont ensuite été replacées à 37°C pendant 5 minutes. Par une étape de 
stripping, le traceur biotine des protéines étiquetées et encore retrouvées à la 
surface cellulaire après cette incubation a été éliminé. Après cette opération, les 
protéines biotinylées (internalisées) ont été purifiées. Les protéines CFTR et Na+/K+ 
ATPase #1 ont alors été quantifiées après western blot et immunodétection. 
B : L’efficacité d’internalisation a été estimée en calculant le rapport de CFTR 
internalisé en 5 minutes (figure 32A) sur les abondances relatives de CFTR de surface 
(figure 28A). La valeur obtenue pour le RNAi Ctrl a été utilisée comme référence (100 
%) pour exprimer, sous forme d’histogramme, les efficacités relatives d’internalisation 
de CFTR dans les autres conditions. n=3. 
 
 Les résultats de cette partie indiquent que l’efficacité d’internalisation du 
canal chlorure CFTR est affectée par des perturbations de la voie Cdc42 par RNAi. 
Dans la partie E4, nous avions observé que la stabilité de la protéine CFTR peut varier 
une fois qu’elle a été internalisée. Nous nous sommes alors intéressés aux propriétés 
de trafic intracellulaire de CFTR, suite à son internalisation, dans des CFBE-WT 
déplétées en protéine Cdc42. 
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E7. Déplétion de Cdc42 et suivi des protéines CFTR internalisées 
Suite à l’endocytose, les phénomènes de dégradation et de recyclage 
affectent le devenir des protéines internalisées. Si leurs influences sont négligées 
dans des expériences d’internalisation à court terme, elles doivent être prises en 
compte si l’analyse des protéines internalisées est réalisée à plus long terme. Dans la 
figure 33, 48 heures après la transfection des CFBE-WT, les protéines de surface ont 
été biotinylées. Les cultures cellulaires ont ensuite été ré-incubées à 37°C pendant 24 
heures. Les protéines biotinylées ont alors été purifiées, soit directement pour 
quantifier l’ensemble des protéines biotinylées (-), soit après une étape de stripping 
pour quantifier les protéines biotinylées et retrouvées dans le compartiment 
intracellulaire suite à l’incubation de 24 heures à 37°C (+). Les rapports (+) sur (-) ont 
été calculés pour estimer la fraction intracellulaire du CFTR biotinylé et dans le cas 
du RNAi contrôle cette valeur a été utilisée comme référence (100 %). Suite à la 
déplétion en Cdc42 cette proportion diminue alors de 18+/-2 % (n=3 dans chaque 
cas). 
 
En parallèle des résultats présentés précédemment, ces données suggèrent 
que suite à la déplétion en Cdc42, les protéines CFTR préalablement adressées à la 
surface cellulaire sont internalisées moins efficacement (partie E6), sont plus stables 
(partie E4), mais que leur recyclage est toujours efficace puisqu’elles ne 
s’accumulent pas dans le compartiment intracellulaire (partie E7). Globalement, ces 
caractéristiques entrainent une augmentation de la stabilité apparente de CFTR à la 
surface cellulaire (partie E5). La compilation de ces informations indique que la voie 
Cdc42 intervient, d’une part, dans des étapes précoces de la voie de sécrétion du 
canal chlorure (jusqu’à l’adressage des protéines néo-synthétisées à la membrane 
plasmique) et d’autre part, dans les étapes distales (en aval de l’adressage 
préalable à la surface). 
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Figure 33 : La déplétion en Cdc42 réduit la proportion de CFTR biotinylé retrouvée 
dans le compartiment intracellulaire au bout de 24 heures 
A : 48 heures après la transfection, les protéines de surface ont été biotinylées. Les 
cellules ont ensuite été replacées à 37°C pendant 24 heures. Les protéines 
biotinylées ont alors été purifiées (-). Alternativement, une étape de stripping a été 
réalisée avant la capture (+). Les échantillons de protéines biotinylées (-) et (+) ont 
ainsi été préparés et les protéines CFTR et Na+/K+ ATPase #1 y ont été quantifiées 
après western blot et immunodétection. 
B : La proportion de protéines biotinylées intracellulaires a été estimée en calculant 
le rapport de (+) sur (-). Le résultat obtenu suite au RNAi contrôle est utilisé comme 
référence (100%) pour exprimer, sous forme d’histogramme, l’abondance relative de 
CFTR biotinylé intracellulaire lorsque la protéine Cdc42 est déplétée. n=3. 
 
 
Les résultats obtenus par l’approche RNAi suggèrent une intervention de la 
voie Cdc42 à différents niveaux du trafic intracellulaire de CFTR. Nous avons 
complété ces données en testant l’impact des inhibiteurs pharmacologiques de la 
voie Cdc42 sur les mécanismes d’internalisation de la protéine CFTR. 
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Partie F : Inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 et endocytose du 
CFTR dans les CFBE-WT 
 
Les résultats de la partie E ont permis d’envisager une intervention de la voie 
Cdc42 à différents stades de la voie de sécrétion de la protéine CFTR. Notre intérêt 
s’est ensuite centré sur les mécanismes gouvernant l’internalisation du canal 
chlorure. Dans ce cadre, nous avons testé les effets des inhibiteurs 
pharmacologiques de la voie Cdc42 et identifié les modalités d’internalisation de la 
protéine CFTR dans les CFBE-WT. Notre objectif était de déterminer quelle pouvait 
être la fonction de la voie Cdc42 dans ce contexte. 
 
F1. Inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 et influences sur le CFTR de 
surface 
Plusieurs modes opératoires développés pour l’étude du trafic intracellulaire 
de la protéine CFTR ont été présentés dans la partie A. Leur mise en place est 
compatible avec la perturbation de la voie Cdc42 par RNAi (voir la partie E). En 
revanche, les conditions nécessaires à l’approche pharmacologique (temps de 
traitements courts) restreignent le nombre de protocoles pouvant être utilisés. Dans 
cette nouvelle partie, la wiskostatine et le ML-141 ont été utilisés pour compléter 
notre compréhension du mode d’intervention de la voie Cdc42 dans l’internalisation 
de la protéine CFTR dans les CFBE-WT. 
 
F1a. Inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 et quantité de CFTR à la 
membrane plasmique 
Dans un premier temps, nous avons étudié la quantité de protéines CFTR 
exposées à la membrane plasmique des CFBE-WT suite aux inhibitions 
pharmacologiques de la voie Cdc42. Les cellules ont été soumises à différentes 
concentrations de DMSO (traitements contrôle), de wiskostatine ou de ML-141, puis 
les abondances relatives du CFTR de surface ont été estimées par la technique de 
biotinylation (voir la figure 34). Après 30 minutes de traitement, 10 'M de ML-141 
réduisent de 15+/-3 % la quantité de canaux présents à la membrane plasmique des 
CFBE-WT par rapport à la condition contrôle (n=3 dans chaque cas). Dans le cas de 
la wiskostatine, un résultat comparable est obtenu pour des traitements de 30 
minutes avec une concentration de 100 'M (19+/-3 % de réduction par rapport à la 
condition contrôle). Néanmoins, dans cette condition (utilisée en référence aux 
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travaux de Ganeshan et al., 2007), nous avons pu observer une tendance forte des 
cellules à se décrocher de leur support de culture. Nous avons donc réalisé des 
traitements par de la wiskostatine à 10 'M comme pour les expériences de la partie 
D1 concernant l’organisation du cytosquelette d’actine F. Une réduction de 21+/-4 
% de l’abondance relative du CFTR de surface est alors observée uniquement si la 
durée du traitement est prolongée à 120 minutes (après 30 minutes avec 10 'M de 
wiskostatine, aucun effet significatif n’est observé). 
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Figure 34 : Les inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 réduisent l’abondance 
de CFTR à la surface des CFBE-WT 
Les CFBE-WT ont été exposées à de la wiskostatine ou du ML-141 (concentrations et 
temps de traitement indiqués sur le graphique) avant de réaliser la biotinylation des 
protéines de surface. Alternativement, une exposition à 1 % (v/v) de DMSO a été 
utilisée comme condition contrôle. Dans les échantillons de protéines biotinylées 
obtenus après purification, le CFTR a été quantifié, après western blot et 
immunodétection. Son abondance relative est exprimée en pourcentage de la 
quantité observée dans la condition contrôle, sous forme d’histogramme. n=3. 
 
Si ces résultats, obtenus avec l’approche pharmacologique, tendent à 
confirmer l’implication de la voie Cdc42 dans la régulation de l’abondance du CFTR 
de surface, des divergences existent par rapport aux résultats de l’approche par 
ARN interférence. En effet, les déplétions de Cdc42 et N-WASP entrainent 
respectivement une augmentation de !36 % et une diminution de !12 % du CFTR de 
surface (voir la figure 28). Nous avons décidé d’étendre la comparaison de ces deux 
approches en analysant l’efficacité d’internalisation du canal chlorure suite aux 
inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42. 
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F1b. Inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 et efficacité 
d’internalisation de CFTR dans les CFBE-WT 
Les CFBE-WT ont été soumises à 1 % (v/v) de DMSO (traitement contrôle), ou 
10 'M de wiskostatine ou de ML-141, avant de biotinyler les protéines de surface. 
Leur internalisation a ensuite été permise lors de réincubations des cultures cellulaires 
pendant 5 minutes à 37°C (en présence des différentes drogues), avant de réaliser 
les étapes de stripping puis de capture des protéines étiquetées (internalisées). Les 
quantités relatives de CFTR internalisé ont ainsi été mesurées avant d’être rapportées 
aux abondances relatives de CFTR de surface présentées dans la partie F1a. Les 
efficacités d’internalisation ont alors été exprimées en fonction de la valeur obtenue 
dans la condition contrôle. La figure 38 (les trois premières colonnes) indique que la 
wiskostatine et le ML-141 augmentent respectivement de 67+/-4 % et 16+/-4 % la 
proportion de protéines CFTR internalisées (n=3 dans chaque cas). 
Une fois de plus, ces résultats confortent l’implication de la voie Cdc42 dans 
l’internalisation du canal chlorure, bien qu’ils divergent de ceux obtenus avec 
l’approche par ARN interférence. En effet, les déplétions en Cdc42 et N-WASP 
entrainent des diminutions respectives de !20 % et !11 % de l’efficacité 
d’internalisation de la protéine CFTR (voir la figure 32). 
 
F2. Internalisation du canal CFTR dans les CFBE-WT 
Plusieurs voies d’internalisation peuvent être suivies par les protéines 
membranaires exposées à la surface des cellules (Doherty et McMahon, 2008). Leur 
discrimination peut être effectuée sur différentes bases. La nature des protéines qui 
favorisent l’invagination des domaines membranaires, préalablement au 
bourgeonnement de vésicules d’endocytose, constitue le critère le plus souvent 
utilisé. Les mécanismes d’internalisation dépendants de la clathrine sont ainsi 
distingués de ceux dépendants de la cavéoline. Par ailleurs, l’intervention d’une 
GTPase, la dynamine, pour assurer l’étape de fission des vésicules d’endocytose, 
peut constituer un critère complémentaire de discrimination des différents 
mécanismes d’internalisation. Dans les CFBE-WT, nous avons réalisé l’ARN 
interférence des protéines dynamine-2 et cavéoline-1 (isoformes ubiquitaires de 
chacun des deux types de protéines) afin de déterminer la nature des mécanismes 
d’internalisation impliqués dans l’endocytose de la protéine CFTR. 
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F2a. Déplétion des protéines dynamine-2 et cavéoline-1 par ARN interférence 
Les cellules ont été transfectées avec des duplex de siRNA (voir l’annexe A1) 
afin de dépléter les protéines dynamine-2 ou cavéoline-1. Des duplex de siRNA 
contrôle ont, quant à eux, été utilisés pour établir une condition témoin. 
L’abondance relative des protéines d’intérêt, dans les différents échantillons 
protéiques, a été estimée après western blot et immunodétection. Les efficacités de 
déplétion ont alors été estimées comme indiqué dans la partie C1b. La figure 35 
indique que des déplétions partielles en dynamine-2 et cavéoline-1, de 59+/-2 % et 
69+/-2 %, sont respectivement obtenues (n=3 dans chaque cas).  
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Figure 35 : Déplétion de la dynamine-2 et de la cavéoline-1 dans les CFBE-WT 
A : Les CFBE-WT ont été transfectées avec des duplex de siRNA contrôle, ou 
complémentaires des ARNm codant pour les protéines dynamine-2 et cavéoline-1. 
48 heures après les transfections, les échantillons protéiques ont été préparés puis les 
protéines ezrine, dynamine-2, cavéoline-1 et !-actine ont été immunodétectées 
après western blot. 
B : Les signaux obtenus dans la figure 35A ont été quantifiés puis normalisés par le 
signal de la !-actine. Les abondances relatives des protéines d’intérêt ont alors été 
exprimées par rapport à la condition contrôle (RNAi Ctrl). Les efficacités d’extinction 
résultantes sont présentées sous forme d’histogramme. n=3. 
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F2b. Déplétion des protéines dynamine-2 et cavéoline-1 et abondance de 
CFTR à la membrane plasmique des CFBE-WT 
Après avoir observé que les déplétions en dynamine-2 et cavéoline-1 
n’affecte pas l’abondance du CFTR total dans les CFBE-WT (résultat non présenté), 
nous nous sommes intéressés à la quantité de canaux CFTR présents à la surface des 
cellules dans ces mêmes conditions. Par la technique de biotinylation, le CFTR 
exposé à la membrane plasmique a été quantifié. La figure 36 indique que la 
déplétion en dynamine-2 augmente de 19+/-4 % (n=3) l’abondance relative du 
CFTR de surface des CFBE-WT par rapport au RNAi contrôle. La déplétion en 
cavéoline-1, quant à elle, est sans effet sur ce paramètre. 
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Figure 36 : Contrairement à la déplétion de la cavéoline-1, la déplétion de la 
dynamine-2 augmente la quantité de protéines CFTR exposées à la surface des 
CFBE-WT 
Le CFTR de surface a été quantifié dans des CFBE-WT après leur déplétion en 
dynamine-2 ou en cavéoline-1 (comme indiqué dans la figure 28). L’histogramme 
indique les abondances relatives de CFTR à la surface des cellules (normalisées par 
rapport au RNAi contrôle). n=3. 
 
Nous avons souhaité compléter ces données en analysant l’influence des 
deux types de déplétions sur l’efficacité d’internalisation de la protéine CFTR. 
 
F2c. Déplétion des protéines dynamine-2 et cavéoline-1 et efficacité 
d’internalisation de la protéine CFTR 
L’efficacité d’internalisation de la protéine CFTR (en 5 minutes) a été analysée 
comme indiqué dans la partie E6, 48 heures après la transfection des cellules. La 
figure 37 indique que seule la déplétion en dynamine-2 réduit de 23+/-3 % (n=3) 
l’efficacité d’internalisation de la protéine CFTR par rapport au RNAi contrôle. La 
déplétion en cavéoline-1 ne modifie pas l’efficacité de ce processus. 
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Figure 37 : Contrairement à la déplétion de la cavéoline-1, la déplétion de la 
dynamine-2 diminue l’efficacité d’internalisation de la protéine CFTR dans les CFBE-
WT 
La quantité de protéines CFTR internalisées en 5 minutes a été estimée, 48 heures 
après la transfection des cellules. Les efficacités relatives d’internalisation ont alors 
été calculées (comme indiqué dans la figure 32) et sont exprimées sous forme 
d’histogramme en fonction du RNAi Ctrl. n=3. 
 
L’ensemble de ces données suggère que dans les CFBE-WT, l’internalisation 
du canal chlorure CFTR mobilise des mécanismes dépendants de la dynamine-2 
mais indépendants de la cavéoline-1. Ces résultats sont en accord avec les 
informations disponibles dans la littérature (Young et al., 2009) et, par conséquent, il 
est très probable que les vésicules d’endocytose impliquées dans l’internalisation de 
CFTR soient recouvertes d’un manteau de clathrine. 
Dans la partie F1, nous avions observé que les inhibitions pharmacologiques 
de la voie Cdc42 augmentent l’efficacité d’internalisation de la protéine CFTR. Afin 
de déterminer le niveau d’intervention de cette voie dans le processus 
d’endocytose du canal chlorure, les effets de la wiskostatine et du ML-141 ont été 
testés sur des cellules présentant une perturbation préalable des mécanismes 
d’internalisation sollicités pour l’endocytose de CFTR. 
 
F3. Voie Cdc42 et mécanismes d’internalisation de la protéine CFTR dans les CFBE-WT 
 Les inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 ont été réalisées comme 
indiqué dans la partie F1a, 48 heures après la transfection des CFBE-WT avec des 
duplex de siRNA contrôle ou dirigés contre l’ARNm codant pour la dynamine-2. Par 
la technique de biotinylation, le CFTR de surface a été quantifié après western blot 
et immunodétection. Son abondance relative a été exprimée par rapport au 
traitement RNAi contrôle avec 1 % (v/v) de DMSO avant la biotinylation. De manière 
intéressante, contrairement aux résultats présentés dans la figure 34, la wiskostatine 
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et le ML-141 n’affectent pas la quantité de CFTR de surface si la dynamine-2 est 
préalablement déplétée dans les CFBE-WT (résultat non présenté). Nous nous 
sommes alors demandé si cette perte d’effet des drogues est également observable 
dans le cadre des expériences d’internalisation. 
De la même manière que pour les expériences de la partie F1b, l’efficacité 
d’internalisation de la protéine CFTR a été estimée, sous l’influence d’un traitement à 
la wiskostatine ou au ML-141, mais sur des cellules préalablement déplétées de la 
dynamine-2. La figure 38 indique que, dans ces conditions, les deux drogues 
n’affectent pas l’efficacité d’internalisation du canal chlorure par rapport au 
traitement contrôle (RNAi contrôle avec un traitement au DMSO 1 % (v/v) avant la 
biotinylation et pendant l’internalisation de 5 minutes). En contraste des 
augmentations respectives de !16 % et !67 %, par le ML-141 et la wiskostatine (voir la 
condition contrôle de la figure 38), l’absence d’effet des drogues dans un contexte 
appauvri en dynamine-2 suggère que les augmentations de l’efficacité 
d’internalisation de CFTR induite par les inhibiteurs pharmacologiques de la voie 
Cdc42 mobilisent un mécanisme d’endocytose dépendant de la GTPase dynamine-
2. 
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Figure 38 : Les inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 augmentent 
l’internalisation du CFTR par un mécanisme dépendant de la dynamine-2 
Les CFBE-WT ont été incubées pendant 30 minutes avec 10 µM de ML-141 ou de 
wiskostatine ou 1 % (v/v) de DMSO (traitement contrôle). Les protéines de surface 
ont ensuite été biotinylées avant de replacer les cultures pendant 5 minutes à 37°C. 
Suite à une étape de stripping, les protéines biotinylées (internalisées) ont été 
purifiées. La protéine CFTR a été quantifiée après western blot et immunodétection 
dans les échantillons ainsi obtenus. Ces opérations ont été réalisées sur des cellules 
ayant subi ou non une déplétion préalable en dynamine-2, par RNAi. La quantité de 
protéines internalisées a été normalisée par la quantité de protéines initialement 
exposées à la surface dans les mêmes conditions. Les efficacités relatives 
d’internalisations sont exprimées par rapport au traitement contrôle (RNAi Ctrl avec 
un traitement au DMSO), sous forme d’histogramme. n=3. 
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Les inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 diminuent l’abondance 
du CFTR de surface dans les CFBE-WT. Ceci est supporté par une augmentation de 
l’internalisation du canal chlorure par un mécanisme d’endocytose dépendant de 
la dynamine-2. Ces effets divergent par rapport aux résultats obtenus suite à la 
perturbation de la voie Cdc42 par RNAi. Nous avons préalablement mentionné le 
fait que les deux approches utilisées (inhibition pharmacologique ou RNAi) 
perturbent le système cellulaire à des échelles de temps différentes (30 minutes ou 
48 heures). De même, nous avons pu observer dans le cas de l’ARN interférence que 
les effets peuvent concerner plusieurs étapes, précoces et tardives, de la voie de 
sécrétion de la protéine CFTR, et que leur mise en place est graduée dans le temps 
(absence d’effet sur la quantité totale de CFTR si la traduction des ARNm est 
bloquée 24 heures après la transfection et pour les 24 dernières heures avant 
l’analyse). La divergence des résultats d’efficacité d’internalisation obtenus par les 
deux approches pourrait donc avoir plusieurs origines. Notamment, le contenu en 
actine fibrillaire est différent en fonction du type d’approche utilisé pour perturber la 
voie Cdc42. Nous pensons que ce constat pourrait expliquer les divergences 
observées dans les expériences d’internalisation et ceci est développé dans la 
discussion de ce manuscrit. 
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VI/Discussion 
 
1. Rappel des objectifs et de la stratégie 
Le contrôle de la quantité de canaux chlorure exposés à la surface des 
cellules épithéliales représente un enjeu important dans le contexte de la 
mucoviscidose. Plusieurs protéines décrites comme des partenaires de CFTR peuvent 
influencer ses mouvements intracellulaires ou encore sa dégradation (Guggino et 
Stanton, 2006). Des travaux ont notamment conduit à considérer une relation étroite 
entre le cytosquelette cortical d’actine et la stabilité membranaire de CFTR 
(Okiyoneda et Lukcas, 2007). Par ailleurs, il est établi que l’organisation des 
microfilaments d’actine est sensible à la voie Cdc42 dont l’implication dans 
différentes étapes du trafic intracellulaire a été mise en évidence dans plusieurs 
modèles (Harris et Tepass, 2010). L’objectif de ce travail de thèse était de progresser 
dans la compréhension des mécanismes régulant la protéine CFTR, en particulier son 
trafic intracellulaire, en analysant l’implication de la voie Cdc42. 
Dans un modèle de cellules épithéliales bronchiques CFBE41o- (initialement 
homozygotes pour la mutation F508del du gène CFTR) surexprimant de manière 
stable la forme sauvage de la protéine CFTR (CFBE-WT ; Bebock et al., 2005), nous 
avons réalisé différents types d’altérations de la voie Cdc42. La traduction de leurs 
effets a servi à déterminer l’implication de cette voie dans la régulation de la 
protéine CFTR dans des conditions normales. L’ARN interférence des acteurs de la 
voie Cdc42 et l’inhibition pharmacologique de ces protéines (présentées dans la 
partie C) sont les deux types de perturbations que nous avons utilisés. Dans le cadre 
du RNAi, la déplétion de la protéine Cdc42 a été comparée à celle de deux de ses 
effecteurs, N-WASP et Toca-1, dont l’intervention est requise pour stimuler la 
nucléation de l’actine fibrillaire par l’intermédiaire du complexe Arp2/3 (Goley et 
Welch, 2006). Dans le cadre des inhibitions pharmacologiques, deux molécules ont 
été utilisées : la wiskostatine, un inhibiteur de N-WASP dont les effets sur le transport 
de la protéine CFTR ont été mis en évidence auparavant dans un modèle de 
cellules BHK (Ganeshan et al., 2007) ; et le ML-141, un nouvel inhibiteur sélectif de 
Cdc42 qui a été décrit récemment (Surviladze et al., 2010). Dans un premier temps, 
l’influence de la voie Cdc42 sur l’organisation de l’actine fibrillaire a été vérifiée. 
Ensuite, les effets des perturbations de cette voie sur les propriétés de transport de 
CFTR ont été testés. 
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2. La voie Cdc42 et l’organisation du cytosquelette d’actine dans les CFBE-WT 
La capacité de la voie Cdc42 à influencer l’organisation de l’actine fibrillaire 
a été étudiée (résultats dans la partie D). Alors que les inhibitions pharmacologiques 
de Cdc42 et N-WASP, par le ML-141 et la wiskostatine respectivement, réduisent de 
!30 % et !22 % le contenu en actine fibrillaire des cellules, seule la déplétion de N-
WASP par RNAi entraine une diminution comparable de !28% de la quantité 
d’actine F. Dans le manuscrit, des raisons pouvant expliquer cette différence ont 
déjà été proposées. Selon nous, l’échelle de temps nécessaire à la mise en place 
des deux types de perturbation est directement impliquée. Si les effets des 
traitements pharmacologiques sont analysés dans des délais de 30 minutes, ceux 
induits par l’ARN interférence sont étudiés 48 heures après la transfection des 
cellules. Dans le cas de l’approche par RNAi, des phénomènes de compensation 
pourraient être mis en place successivement aux perturbations initiales. En revanche, 
dans le cas des inhibitions pharmacologiques, les temps de traitement plus courts 
permettent d’envisager que l’interprétation des résultats est exempte d’interférence 
provoquée par de tels phénomènes d’adaptation. 
Par ailleurs, avec des conditions de traitements pharmacologiques à des 
concentrations et pendant des temps modérés (ML-141 ou wiskostatine à 10 'M 
pendant 30 minutes), la polarisation des cellules et l’architecture globale de l’actine 
F corticale semblent maintenues. Des traitements avec 100 'M de wiskostatine 
induisent, au contraire, des modifications critiques de l’organisation de l’actine F 
corticale. Ces dernières sont vraisemblablement responsables de la forte tendance 
des cellules à se décrocher de leur support de culture, qui a été constatée. 
 
Notre niveau d’analyse du cytosquelette d’actine suggère que (1) la voie 
Cdc42 est impliquée dans le contrôle de l’organisation de l’actine F corticale, (2) les 
inhibitions pharmacologiques de Cdc42 et N-WASP affectent de manières 
comparables cette fonction de la voie, (3) malgré la déplétion de la protéine, la 
perte de fonction de Cdc42 dans l’organisation de l’actine F serait compensée (si 
l’analyse est réalisée 48 heures après la transfection des CFBE-WT). Ce dernier point 
est notamment soutenu par le fait que Cdc42 n’est pas le seul activateur de N-
WASP. Entre autres, les deux petites protéines G, TC10 et RhoT, présentent également 
cette propriété (Takenawa et Suetsugu, 2007) et pourraient prendre en charge 
l’activation de N-WASP (malgré la déplétion de Cdc42).  Selon nous, l’organisation 
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de l’actine F serait effectivement perturbée par l’ARN interférence de Cdc42. 
Cependant, 48 heures après la transfection, les effets de cette perturbation seraient 
dissipés. Par ailleurs, les techniques utilisées ne questionnent que l’abondance 
d’actine F. Alors que la voie Cdc42 est impliquée dans la nucléation de l’actine F, la 
structure du cytosquelette d’actine et la dynamique de réticulation du 
cytosquelette pourraient être deux paramètres différents, non discriminables par 
notre mode opératoire. 
 Il faut également noter que l’ARN interférence de Toca-1 est sans effet sur la 
quantité d’actine F dans les CFBE-WT. Selon nous, deux possibilités sont 
envisageables : soit l’intervention de Toca-1 n’est pas nécessaire à la fonction de la 
voie Cdc42 dans les CFBE-WT (en absence de WIP, Cdc42 peut activer N-WASP 
indépendamment de Toca-1), soit les effets de la déplétion de Toca-1 sur la quantité 
d’actine F sont dissipés au bout de 48 heures à la manière de ce qui est observé 
pour Cdc42. L’absence de molécule permettant une inhibition pharmacologique de 
Toca-1 nous empêche de trancher entre ces deux options. 
Notre interprétation des liens entre la voie Cdc42 et l’organisation du 
cytosquelette cortical, et entre les perturbations de cette voie et les effets observés 
sur l’organisation de l’actine F, est présentée dans le schéma 8. Les conséquences 
sur l’endocytose de CFTR sont discutées plus loin. 
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Schéma 8 : Perturbations de la voie Cdc42, par RNAi ou inhibitions 
pharmacologiques et leurs effets sur l’organisation de l’actine fibrillaire 
La forme active de Cdc42, associée aux membranes et fixant du GTP, lève l’auto-
inhibition de N-WASP. N-WASP recrute alors le complexe Arp2/3, ce qui provoque la 
nucléation de l’actine F. L’élongation des ramifications ainsi mises en place participe 
à la régulation de l’organisation du cytosquelette cortical d’actine fibrillaire. 
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3. La déplétion de Cdc42 dans les étapes précoces de la voie de sécrétion de CFTR 
Dans le cadre de l’approche par RNAi, nous avons pu constater que Cdc42 
affecte les étapes précoces de la voie de sécrétion de CFTR. 48 heures après la 
transfection des CFBE-WT avec des siRNA CDC42, la quantité totale de canaux 
chlorure CFTR est augmentée de !37 % par rapport à la condition contrôle (voir la 
figure 26). Cette augmentation concerne à la fois la forme immature et la forme 
mature de la protéine. De plus, ceci semble impliquer une étape post-
transcriptionnelle puisque l’abondance d’ARNm CFTR est invariable lors de ces 
traitements (résultats de RT-PCR quantitatives non présentés). De même, le calcul du 
rapport [bande C/CFTR total] révèle que cet équilibre n’est que légèrement réduit 
(!5 %). Par des expériences de chasse au cycloheximide, nous avons pu mettre en 
évidence que l’inhibition de la traduction des ARNm (initiée 24 heures après la 
transfection des cellules et maintenue durant les 24 dernières heures avant l’analyse) 
annihile totalement l’effet de la déplétion sur l’abondance de CFTR total (voir la 
figure 27). Par ailleurs, suite à la déplétion de Cdc42, la quantité de CFTR exposé à la 
surface des cellules augmente de !36 % par rapport au contrôle (voir la figure 28). 
Afin d’éclaircir l’origine de cette variation, des expériences de chasse au 
cycloheximide ont été associées à la technique de biotinylation. Les abondances du 
CFTR de surface ont été analysées 48 heures après la transfection des cellules, avec 
ou sans inhibition de la traduction des ARNm lors des 24 dernières heures de 
traitement. Cela nous a permis d’estimer indirectement l’efficacité apparente 
d’adressage du CFTR à la membrane plasmique. Celle-ci est réduite de !19 % dans 
les cellules déplétées en Cdc42 par rapport au contrôle (voir la figure 29). Etant 
donné que, dans les mêmes expériences, une absence d’augmentation du CFTR 
total est observée, ces résultats indiquent que, suite à la déplétion de Cdc42, 
l’augmentation du CFTR de surface est, au moins en partie, supportée par une 
augmentation de la quantité de canaux chlorure issus de la néo-synthèse et 
adressés à la surface cellulaire. Dès lors, nous avons été en mesure de conclure que 
Cdc42 affecte des étapes précoces de la voie de sécrétion de CFTR. Ceci est 
discuté plus en détail dans les paragraphes ci-dessous. De plus, l’accessibilité à la 
membrane plasmique du CFTR stabilisé lors de la déplétion de la petite protéine G 
nous a conduits à étudier l’influence de Cdc42 sur les étapes distales de la voie de 
sécrétion de CFTR (par des techniques de biotinylation de surface décrites dans la 
partie A). Ceci sera discuté dans la partie suivante. 
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D’après nos résultats, dans les étapes précoces de la voie de sécrétion de 
CFTR, la déplétion de Cdc42 (1) entraine une augmentation de la quantité totale 
des formes immatures et matures du canal, (2) affecte une étape post-
transcriptionnnelle, (3) provoque des effets sensibles à des traitements par du 
cycloheximide, (4) modifie modérément le rapport à l’équilibre entre les deux formes 
glycosylées de CFTR et (5) augmente l’abondance des canaux chlorure CFTR 
exposés à la surface des CFBE. 
Selon nous, deux modèles présentés dans le schéma 9 respectent ces 
conditions : 
1) Cdc42 pourrait inhiber la traduction des ARNm CFTR. Lors de la déplétion de 
Cdc42, la quantité initiale de CFTR immature néo-synthétisé serait alors augmentée 
(+ dans le schéma 9). Ces formes immatures seraient ensuite acheminées vers 
l’appareil de Golgi pour être maturées puis adressées à la membrane plasmique. 
L’implication de la petite protéine G dans la régulation de la traduction des ARNm a 
déjà été proposée auparavant (Erickson et Cerione, 2001). Celle-ci reposerait sur la 
capacité de Cdc42 à activer  la p70 S6 kinase (Chou et Blenis, 1996). Cette kinase, 
en phosphorylant la sous-unité CBP80 du complexe CBC (cap-binding protein 
complex), dissocierait CBC des ARN possédant une coiffe 7-methyl-guanosine à leur 
extrémité 5’. Ces ARNm deviendraient ainsi accessibles au facteur eIF-4E, initiateur 
de leur traduction par les ribosomes. 
2) Cdc42 pourrait favoriser la dégradation de formes immatures de CFTR par la voie 
ERAD (bien que l’identification du système de dégradation effectivement impliqué 
n’ait pas été réalisée dans nos travaux). Lors de la déplétion de Cdc42, la quantité 
initiale de CFTR néo-synthétisé ne serait pas modifiée. En revanche, parmi ces 
protéines, la fraction de celles normalement dégradées par le protéasome serait 
moins importante (- dans le schéma 9). Ceci résulterait en une stabilisation 
apparente de la bande B. Il faut noter que, dans ce cas, les formes immatures 
stabilisées doivent être compétentes pour l’envoi vers l’appareil de Golgi (pour y 
être maturées) et l’adressage vers la membrane plasmique. En effet, puisque le 
rapport [bande C/CFTR total] n’est réduit que de !5 % suite à la déplétion de Cdc42 
(par rapport au RNAi contrôle), le CFTR immature ainsi stabilisé doit pouvoir 
progresser normalement dans la voie de sécrétion. Sans cela il n’y aurait pas 
d’augmentation de la quantité de bande C et la valeur du rapport [bande C/CFTR 
total] chuterait (stabilisation de la bande B sans maturation). 
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Il est intéressant de relever deux arguments en faveur de cette seconde 
hypothèse. Le premier est que la forme sauvage de CFTR présente une forte 
propension à être dégradée via le système ERAD/protéasome dans des modèles 
cellulaires de surexpression de la protéine (Varga et al., 2004). Si Cdc42 participe à 
ce mécanisme alors sa déplétion stabiliserait une importante quantité de CFTR 
immature. Ces formes stabilisées de WT-CFTR immature seraient ensuite capables de 
sortir du réticulum endoplasmique (en échappant probablement au ERQC). Il est 
raisonnable de proposer que ces protéines puissent alors être maturées dans le Golgi 
puis adressées efficacement à la surface cellulaire. Le second argument est que la 
déplétion de Cdc42 n’affecte pas les étapes précoces de la voie de sécrétion de la 
Na+/K+ ATPase #1 (protéine membranaire utilisée comme témoin en parallèle de 
l’analyse des propriétés du CFTR). Ainsi, le mécanisme d’intervention de Cdc42, mis 
en évidence ici, semble ne concerner que des protéines dont l’acquisition d’une 
conformation tridimensionnelle correcte est complexe (soumise à un fort contrôle 
par le ERQC). Une forme de sélectivité du rôle de Cdc42 vis-à-vis de la traduction 
des ARNm CFTR semblait, quant à elle, plus difficile à envisager. 
Par ailleurs, nous avons pu noter, lors des expériences de biotinylation, que la 
déplétion de Cdc42 peut conduire à la détection d’une forme de CFTR à la 
membrane plasmique dont le profil de migration électrophorétique correspond à 
celui de la bande B. Bien que peu abondante, cette forme est régulièrement 
retrouvée dans les échantillons de protéines biotinylées. Dans la partie A2, nous 
avons présenté un certain nombre de contrôles qui permettent raisonnablement 
d’exclure la biotinylation de protéines intracellulaires. Ainsi, cette forme de CFTR 
pourrait, selon nous, correspondre à des formes immatures de CFTR directement 
adressées à la surface cellulaire sans maturation préalable dans le Golgi. Ceci a été 
observé par ailleurs (Rennolds et al., 2008 a ; Luo et al., 2009 ; Gee et al., 2011). 
D’après le modèle que nous présentons, la déplétion de Cdc42 stabilise du CFTR 
immature devant normalement être dégradé par le protéasome. Cet excès de CFTR 
pourrait saturer la capacité de prise en charge par la machinerie de transport 
vésiculaire entre le RE et le Golgi, ou la capacité d’accueil du CGN (cis Golgi 
network). Ainsi, des vésicules de transport pourraient être redirigées directement vers 
la membrane plasmique (? dans le schéma 9). Ceci pourrait également être en 
adéquation avec la légère diminution de la valeur du rapport [bande C/CFTR total] 
observée suite à la déplétion de Cdc42. 
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Schéma 9 : Phases précoces de la voie de sécrétion de CFTR et effets observés suite 
à la déplétion de Cdc42 
La déplétion de Cdc42 pourrait soit limiter l’élimination du CFTR immature par le 
système ERAD (-), soit favoriser la traduction des ARNm CFTR (+). Le CFTR immature 
stabilisé pourrait alors être acheminé vers l’appareil de Golgi, y être maturé 
(glycosylations golgiennes) et finalement être adressé à la surface cellulaire aussi 
efficacement que dans un contexte normal. De plus, un phénomène 
d’échappement permettrait à des formes immatures d’accéder directement à la 
surface cellulaire (?). 
 
 Notre interprétation des résultats observés nous amène à proposer un rôle 
pour Cdc42 (au niveau post-traductionnel mais avant le passage par l’appareil de 
Golgi) favorisant la dégradation de CFTR immature mal conformé par le 
protéasome, et dépendant du système ERAD. La déplétion de Cdc42 perturberait 
cette fonction et stabiliserait des formes immatures de CFTR. Une fois envoyées au 
Golgi, leurs efficacités de maturation (glycosylations golgiennes) et d’adressage à la 
membrane plasmique ne seraient pas modifiées. C’est en fait la quantité des 
protéines candidates pour franchir ces étapes de la voie de sécrétion qui serait 
augmentée. 
 Pour cette implication de Cdc42 dans les phases précoces de la voie de 
sécrétion de CFTR, les effets des déplétions de Toca-1 sont en accord avec ceux 
obtenus suite à la déplétion de la petite protéine G. Les déplétions de N-WASP, en 
revanche, n’induisent aucun effet similaire sur les paramètres étudiés à ce stade. 
Pour rappel, nous avons observé que, suite aux déplétions de Cdc42 et Toca-1, 
l’organisation du cytosquelette d’actine n’est pas perturbée. La fonction attribuée 
ici à Cdc42 pourrait faire appel à une association avec Toca-1 et être, en revanche, 
indépendante de N-WASP et du processus de nucléation de l’actine F. 
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Il est intéressant de noter que Wakana et ses collaborateurs ont proposé que 
la protéine BAP31 assure le transport de formes mal conformées de CFTR du RE vers 
le compartiment ERQC. C’est au niveau de ce compartiment ERQC que la retro-
translocation de CFTR aurait lieu et que CFTR serait dégradé par le protéasome. De 
plus, cette équipe a montré que le trafic de BAP31 est sensible à l’intégrité des 
microtubules (Wakana et al., 2008). Par ailleurs, les PAK (p21-activated kinase) sont 
des effecteurs de Cdc42 qui phosphorylent et inactivent les protéines 
Op18/stathmin. La forme active de ces protéines est quant à elle impliquée dans la 
déstabilisation des microtubules (Cassimeris, 2002). De plus, il a été montré que les 
protéines CLIP-170/EB1 (Fukata et al., 2002 ; Watanabe et al., 2004) stabilisent les 
microtubules en partenariat avec IQGAP. Puisque IQGAP est un autre effecteur de 
Cdc42, il y aurait donc plusieurs liens possibles entre Cdc42 (indépendamment de N-
WASP) et la fonction de BAP31. La déplétion de Cdc42 pourrait ainsi altérer le rôle 
de BAP31 et conduire à une stabilisation de formes immatures de CFTR capables de 
progresser dans la voie de sécrétion. 
 Avant de conclure cette partie, les résultats des surexpressions de GFP-Cdc42 
(voir la partie C1a) constituent le dernier volet de notre discussion. Dans chacune de 
nos lignées hétérogènes stables, la surexpression de Cdc42 (-WT, -T17N ou -Q61L) 
diminue de !20 % la quantité totale de CFTR. Ceci est corrélé à une diminution 
comparable, de l’ordre de !20 %, de l’abondance du CFTR de surface (résultats non 
présentés). Indépendamment de l’état d’activation de Cdc42, la surexpression de la 
petite protéine G induirait une déstabilisation de CFTR. Ce résultat conforterait 
l’hypothèse proposée précédemment avec une relation inversée entre 
l’abondance de Cdc42 et la stabilisation du canal chlorure dans ses premières 
étapes de biosynthèse. Par ailleurs, des ambiguïtés d’effets entre différents mutants 
d’une même petite protéine G ont déjà été observées auparavant lors 
d’expériences de surexpression (Cerione, 2004). En parallèle de ces résultats, 
l’hétérogénéité des lignées a été un élément dissuasif en défaveur de leur utilisation 
ultérieure avec les techniques plus complexes de biotinylation de surface. 
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4. La déplétion de Cdc42 dans les étapes distales de la voie de sécrétion de CFTR 
Dans le cadre de l’approche par RNAi, nous avons pu constater que Cdc42 
affecte également les étapes distales de la voie de sécrétion de CFTR. L’emploi des 
techniques de biotinylation était adapté puisque nous avions établi au préalable 
que le CFTR stabilisé par la déplétion de Cdc42 est envoyé, au moins en partie, à la 
membrane plasmique des CFBE-WT. 
Dans des cellules déplétées en Cdc42, la stabilité des canaux chlorure CFTR 
initialement exposés à la surface cellulaire augmente de !37 % par rapport à la 
condition contrôle (voir la figure 30). Par des expériences de chasse au 
cycloheximide (sur une période de 24 heures) réalisées 48 heures après la 
transfection des CFBE-WT, nous avons pu observer que la stabilité apparente du 
CFTR à la membrane plasmique augmente de !12 % par rapport au RNAi contrôle 
(voir la figure 31). De plus, il a été constaté que ce résultat est corrélé à une 
diminution de la quantité de CFTR internalisé à partir de la surface cellulaire. Cette 
diminution est de l’ordre de !20 % si le CFTR internalisé est quantifié 5 minutes après 
la biotinylation de surface (figure 32) et de !18 % pour une analyse après 24 heures 
(figure 33). 
Dès lors, nous avons été en mesure de conclure que Cdc42 affecte de 
plusieurs manières les propriétés de CFTR dans le compartiment post-golgien : 
1) Alors que la déplétion de Cdc42 stabilise des formes de CFTR immatures lors des 
étapes précoces de la biosynthèse du canal, elle stabilise également le CFTR mature 
dans les étapes distales de la voie de sécrétion. Il a été décrit par ailleurs que le 
système ELAD participe à la dégradation de certaines formes de CFTR dans le 
compartiment post-golgien (Sharma et al., 2004). Nos résultats suggèrent une 
implication de Cdc42 dans ce phénomène (bien que l’identification du système de 
dégradation effectivement impliqué n’ait pas été réalisée dans nos travaux). 
2) La déplétion de Cdc42 réduit l’efficacité d’internalisation de CFTR. Cette 
perturbation du trafic intracellulaire semble restreinte à l’étape d’endocytose. En 
effet, le suivi des protéines CFTR internalisées révèle que le canal ne s’accumule pas 
dans le compartiment intracellulaire au cours du temps, malgré sa stabilisation. 24 
heures après la biotinylation de surface, la fraction de CFTR biotinylé intracellulaire 
reste en effet réduite par rapport à la condition contrôle. Cette absence 
d’accumulation suggère que, dans ce contexte cellulaire, le CFTR internalisé reste 
apte au recyclage vers la surface cellulaire. De même, bien que nous n’ayons pas 
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quantifié ce paramètre, il est envisageable que le recyclage des canaux 
préalablement internalisés soit amélioré (sans savoir ci cela est dû à une 
augmentation de l’efficacité de recyclage ou uniquement à l’augmentation du 
nombre de canaux préalablement internalisés et étant candidats au recyclage). 
L’ensemble de ces caractéristiques serait alors à l’origine de la stabilisation 
apparente de la protéine CFTR à la membrane plasmique des CFBE-WT. 
Ces données nous amènent à proposer une intervention de Cdc42 favorisant 
l’internalisation de CFTR d’une part et orientant les canaux internalisés vers la voie 
ELAD de dégradation d’autre part (voir le schéma 10). Pour soutenir cette 
hypothèse, il est à noter que la déplétion de Cdc42 n’affecte pas la protéine Na+/K+ 
ATPase #1 de manière comparable. Encore une fois, il est possible d’envisager que 
la complexité conformationnelle du canal chlorure soit mise en jeu. Ceci expliquerait 
pourquoi des formes sauvages du canal chlorure seraient dégradées via la voie 
ELAD. En effet, nous avons précédemment proposé que la déplétion de Cdc42 
stabilise des formes immatures mal conformées de CFTR au niveau du RE. Selon nous, 
celles-ci accèderaient à l’appareil de Golgi, par un phénomène d’échappement à 
partir du RE, sans pour autant avoir satisfait les contrôles du système ERQC. Ces 
protéines pourraient ensuite devenir les cibles du système de contrôle de qualité 
périphérique aboutissant à leur dégradation par la voie ELAD (Okiyoneda et al., 
2010). Dans ces étapes distales, la déplétion de Cdc42 interfèrerait avec ce 
mécanisme. 
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Schéma 10 : Phases tardives de la voie de sécrétion de CFTR et effets observés suite 
à la déplétion de Cdc42 
La déplétion de Cdc42 limite l’efficacité d’internalisation de la protéine CFTR (-). Par 
la suite, le guidage du CFTR internalisé vers la voie et ELAD est également diminué    
(-). Les canaux internalisés et stabilisés resteraient compétents pour être recyclés (?) 
vers la surface cellulaire. Ce mécanisme pourrait éventuellement être favorisé dans 
de telles conditions.  
 
Notre interprétation des résultats observés nous amène à attribuer un double 
rôle à Cdc42 dans les étapes distales de la voie de sécrétion de CFTR. D’une part, 
Cdc42 favoriserait l’internalisation des canaux chlorure de surface et, d’autre part, la 
petite protéine G pourrait préférentiellement orienter des canaux internalisés vers la 
voie de dégradation ELAD. La déplétion de Cdc42 perturberait ces fonctions et 
stabiliserait le CFTR à la surface des CFBE-WT. 
 Il est intéressant de noter l’existence de similitudes entre ce rôle attribué à 
Cdc42 et les fonctions connues de la protéine c-Cbl (Ye et al., 2010 ; Bomberger et 
al., 2012). Par ailleurs, il a été mis en évidence que la protéine Cool1 (cloned-out-of-
library 1)/!PIX (PAK-interactive exchange factor) associe la forme active de Cdc42 à 
c-Cbl et que ce complexe est impliqué dans l’internalisation et l’ELAD de l’EGFR 
(epidermal growth factor receptor) (Wu et al., 2003). Ainsi, il est envisageable que 
Cdc42 intervienne en partenariat avec c-Cbl. Dans ces conditions, la déplétion de 
Cdc42 altèrerait les fonctions de c-Cbl dans la régulation post-golgienne de CFTR en 
faveur d’une stabilisation du canal. 
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5. Rôles attribués à Cdc42 selon les résultats obtenus par l’approche par RNAi 
L’approche par RNAi nous permet de proposer un modèle de régulation de 
CFTR dans lequel différents rôles sont attribués à Cdc42 (voir le schéma 11) : 
1) La petite protéine G pourrait participer à la dégradation du CFTR par les systèmes 
ERAD et ELAD, dans les phases précoces puis distales de la voie de sécrétion du 
canal. Son effecteur Toca-1 pourrait l’assister à ces deux stades. Pour ces 
implications de Cdc42 dans la régulation de CFTR, la petite protéine G ne 
mobiliserait pas sa capacité à stimuler la nucléation de l’actine F. 
2) Cdc42 participerait à l’internalisation de la protéine CFTR à partir de la surface 
cellulaire. Dans ce cadre, l’implication des effecteurs Toca-1 et N-WASP est plus 
délicate à interpréter. Selon nous, la divergence des effets induits par les déplétions 
sur l’organisation du cytosquelette d’actine pourrait être en cause.  
Les résultats obtenus par l’approche pharmacologique dans la partie F
viennent compléter les données discutées jusqu’ici. Leur interprétation nous a permis 
de progresser dans la compréhension du niveau d’implication de la voie Cdc42 
dans la régulation de CFTR. Ceci est discuté dans la partie suivante. 
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Schéma 11 : Modèle d’implication de Cdc42 dans la voie de sécrétion de CFTR dans 
les CFBE-WT 
Cdc42 favoriserait la dégradation de formes immatures et matures de CFTR, par 
l’intermédiaire des systèmes ERAD et ELAD respectivement, dans les étapes 
précoces puis distales de la voie de sécrétion du canal chlorure. Par ailleurs, Cdc42 
faciliterait l’internalisation de la protéine CFTR à partir de la membrane plasmique. 
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6. Inhibitions pharmacologiques de la voie Cdc42 et stabilité membranaire de CFTR 
Par des techniques de biotinylation de surface, nous avons observé que la 
déplétion de la dynamine-2 augmente l’abondance du CFTR de surface de !19 % 
par rapport à la condition contrôle (voir la figure 36). Cet effet est corrélé avec une 
diminution de l’efficacité d’internalisation du canal de l’ordre de !23 % (figure 37). 
Les mécanismes d’endocytose de CFTR dans les CFBE-WT semblent donc être 
dépendants de la dynamine. De plus, l’absence d’effet associée à la déplétion de 
la cavéoline-1 suggère que l’endocytose du canal est réalisée par des vésicules 
recouvertes de clathrine. La nature de ces mécanismes est en accord avec les 
données de la littérature (Ameen et al., 2007). 
 Par ailleurs, nous avons observé que la wiskostatine et le ML-141 peuvent 
modifier de manière comparable l’abondance du CFTR de surface. Des réductions 
de !21 % et !15 % par rapport à la condition contrôle peuvent respectivement être 
obtenues (voir la figure 34). De même, il a été constaté que les deux drogues 
augmentent la quantité de CFTR internalisé en 5 minutes, de !67 % et !16 % 
respectivement (voir la figure 38). Au premier abord, ces résultats semblent renforcer 
l’hypothèse de l’implication de la voie Cdc42 dans la régulation du CFTR à la 
membrane plasmique. Cependant, les effets observés viennent en contradiction 
avec ceux obtenus par l’approche par RNAi. La nature des approches utilisées a 
initialement été suspectée comme la cause de ces différences. Premièrement, 
suivant le type de perturbation de la voie Cdc42 le contexte cellulaire de l’analyse 
n’est pas identique. Pour preuve, lors des inhibitions pharmacologiques, 
l’abondance du CFTR total n’est pas modifiée. Au contraire, suite à la déplétion de 
Cdc42, nous avons montré que les perturbations de la voie de sécrétion 
augmentent l’abondance des canaux chlorure. Dans ce cas, nous avons 
également envisagé que l’état de conformation de CFTR puisse différer par rapport 
à une situation normale. Ainsi, la nature conformationnelle des canaux, leur nombre 
et leur localisation dans différents domaines membranaires, pourraient expliquer la 
divergence des effets observés suite aux deux types de perturbation. 
Deuxièmement, nous avions mis en évidence que ces perturbations affectent 
différemment l’organisation du cytosquelette d’actine. Ceci pourrait également 
constituer une source de divergence. 
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Afin de clarifier notre compréhension des résultats observés, nous avons tenté 
de définir les modalités d’intervention de la voie Cdc42 dans le processus 
d’internalisation de CFTR. Les effets des drogues ont alors été testés dans un 
contexte cellulaire dans lequel les voies d’endocytose de CFTR avaient 
préalablement été perturbées. L’influence des inhibitions pharmacologiques de la 
voie Cdc42 sur la stabilité du CFTR à la surface cellulaire a alors été étudiée dans des 
CFBE-WT déplétées en dynamine-2. Les résultats de la partie F3 montrent que les 
effets de la wiskostatine et du ML-141 sont alors annihilés. Ceci se vérifie en ce qui 
concerne l’abondance du CFTR de surface (résultat non présenté), ainsi que pour 
l’internalisation de CFTR (voir la figure 38). Dès lors, nous avons été en mesure de 
conclure que la voie Cdc42 affecte l’endocytose du canal chlorure, en amont d’un 
mécanisme d’internalisation dépendant de la dynamine-2. Par ailleurs, puisque la 
wiskostatine et le ML-141 perturbent l’organisation des microfilaments, nous 
proposons que ce phénomène influence directement l’endocytose. 
Il a été montré que N-WASP participe à la stabilité du CFTR de surface en 
influençant son ancrage au cytosquelette cortical d’actine F (Ganeshan et al., 
2007 ; Okiyoneda et Lukacs, 2007). En se dissociant de ces domaines d’ancrage (de 
manière régulée ou induite par perturbation de l’organisation de l’actine ; 1 dans le 
schéma 12), le canal CFTR pourrait alors être recruté au niveau de vésicules à 
clathrine en cours de formation (2 dans le schéma 12). D’après nos résultats, la 
wiskostatine et le ML-141 perturberaient l’organisation de l‘actine F corticale de 
manières comparables et le CFTR de surface pourrait alors se désolidariser des 
domaines d’ancrage de façons équivalentes. La propension des canaux chlorure à 
être recrutés pour l’internalisation devrait ainsi être augmentée dans des proportions 
comparables. Cependant, le ML-141 affecte la quantité de CFTR internalisé en 5 
minutes plus faiblement que la wiskostatine (augmentation de !16 % contre !67 % 
respectivement). Selon nous, cette différence pourrait trouver son origine dans la 
participation de Cdc42 au mécanisme d’internalisation de CFTR qui intervient en 
aval (3 dans le schéma 12). Les inhibitions de Cdc42 ou N-WASP, par le ML-141 ou la 
wiskostatine, auraient des effets équivalents sur la propension du CFTR de surface à 
être engagé dans des vésicules d’endocytose en cours de formation. En revanche, 
seul le ML-141 rendrait moins efficace le mécanisme d’internalisation de CFTR, 
mécanisme dans lequel nous avons discuté préalablement l’implication de la 
protéine Cdc42. 
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Schéma 12 : Voie Cdc42, stabilité de CFTR à la surface cellulaire et mécanismes 
d’internalisation 
Cdc42 et N-WASP, en influençant la polymérisation de l’actine F corticale, 
affecteraient l’ancrage du CFTR de surface aux microfilaments et ainsi sa stabilité à 
la surface des cellules. La perte de l’ancrage de CFTR (1) favoriserait le recrutement 
du canal chlorure dans des vésicules à clathrine en cours de formation (2). Après 
leur bourgeonnement dépendant de la dynamine, ces vésicules d’endocytose 
suivraient des voies d’internalisation dans lesquelles la protéine Cdc42 serait 
également impliquée (3).
 
7. Conclusion générale 
Une approche par ARN interférence et une approche pharmacologique nous 
ont permis de révéler l’influence de la voie Cdc42 sur la régulation de CFTR dans des 
cellules épithéliales bronchiques. 
La protéine Cdc42 affecte à différents niveaux la voie de sécrétion du canal 
chlorure dans les CFBE-WT. Dans les étapes précoces, la petite protéine G 
favoriserait la dégradation de formes immatures de CFTR via le système ERAD. Dans 
les étapes distales, c’est via le système ELAD que Cdc42 favoriserait l’élimination de 
formes matures de la protéine CFTR. De plus, nous proposons que ces fonctions 
soient indépendantes de la propriété de Cdc42 à induire la nucléation de l’actine 
fibrillaire par l’intermédiaire du complexe Arp2/3. 
Par ailleurs, la voie Cdc42 serait impliquée dans la stabilité membranaire de 
CFTR de deux manières différentes. D’une part, la protéine Cdc42 participerait aux 
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mécanismes d’endocytose du canal chlorure. D’autre part, l’ensemble de la voie 
Cdc42 affecterait l’ancrage du CFTR de surface au cytosquelette cortical d’actine. 
Dans ce cadre, la protéine Cdc42 présenterait donc un double rôle. Le premier 
concernerait l’efficacité des mécanismes d’internalisation et serait indépendant de 
la fonction inductrice de la nucléation de l’actine F. Le second serait, quant à lui, 
intimement lié à la régulation de l’organisation des microfilaments (par stimulation 
de la nucléation de l’actine F) et influencerait la propension du CFTR de surface à 
être recruté dans des vésicules d’endocytose en cours de formation. 
 
8. Limites et perspectives 
En raison de la limite de temps et d’un manque de moyens techniques, ces 
résultats laissent un certain nombre de questions sans réponse. 
Premièrement, nous avons observé que la déplétion de Cdc42 stabilise des 
formes immatures de CFTR. Nous proposons que ces formes puissent être exportées 
du RE puis adressées à la membrane plasmique. L’influence de cette surexposition 
du CFTR à la surface cellulaire n’a pas été analysée. Pourtant, elle pourrait perturber 
la stœchiométrie au sein des complexes contenant normalement le canal chlorure 
et ceci pourrait alors modifier les propriétés de stabilité du CFTR de surface. 
Deuxièmement, le niveau de conformation des protéines CFTR stabilisées dans 
les phases précoces de la voie de sécrétion reste en suspens. Selon nous, ces 
canaux n’ont pas acquis une structure tridimensionnelle optimale au niveau du RE 
(expliquant leur envoi vers le protéasome dans des conditions normales). Ceci 
induirait leur guidage vers la voie ELAD dans le compartiment post-golgien. A ce 
sujet, il serait intéressant de vérifier si un parallèle peut être établi avec la 
dégradation de F508del-CFTR. De plus, la conformation des canaux pourrait avoir au 
moins une autre répercussion non prise en compte lors de notre étude : le CFTR 
stabilisé par la déplétion de Cdc42 pourrait présenter des propriétés de trafic 
intracellulaire différentes de celles du canal exprimé dans des conditions normales. 
Dans nos expériences, il pourrait ainsi y avoir deux catégories de CFTR de surface 
distinctes l’une de l’autre par leur niveau de conformation. Leur stabilité 
membranaire et leur efficacité d’internalisation pourraient être différentes. L’analyse 
de mutants tronqués en C-term pourrait également se révéler enrichissante. 
 Troisièmement, et ceci vient en complément des deux premiers points, 
l’activité des canaux CFTR n’a pas été analysée. D’une part, la surexposition de CFTR 
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à la surface pourrait ne pas être corrélée à une augmentation du transport d’ions 
chlore. L’activité du CFTR dépend en effet de son association à des partenaires 
protéiques et la perturbation de la stœchiométrie de ces complexes pourrait 
découpler la relation entre abondance de CFTR et courant chlorure. D’autre part, la 
perturbation de la voie Cdc42 et son influence sur l’organisation du cytosquelette 
cortical d’actine pourrait altérer l’excitabilité des canaux. 
 Finalement, plusieurs points restent à éclaircir en ce qui concerne les rôles 
attribués à Cdc42. D’une part, il serait intéressant d’identifier les protéines 
régulatrices de la petite protéine G (à activité GEF ou GDI) qui interviennent dans les 
phénomènes observés. Ceci pourrait être complété par la détermination de leur 
état d’activation dans des cellules saines ou mucoviscidosiques. D’autre part, 
l’implication des différents effecteurs de Cdc42 pourrait être détaillée afin de mieux 
saisir les mécanismes responsables des effets que nous avons mis en évidence. 
Conjointement, les fonctions d’autres petites protéines G, comme TCL, RhoT ou TC10, 
pourraient être analysées afin d’apprécier la sélectivité des rôles qui ont été 
attribués à Cdc42. 
 
 Par ailleurs, des contraintes techniques limitent la portée de nos travaux. Dans 
le préambule des résultats, nous avons exposé les avantages liés à l’utilisation de 
lignées cellulaires surexprimant la protéine CFTR, notamment pour la mise en place 
de techniques de biochimie. Pour autant, ces lignées offrent un contexte cellulaire 
qui pourrait diverger des conditions retrouvées in vivo (absence de communication 
entre cellules de différentes natures et d’influences hormonales entre autres). Dans 
un premier temps, nos travaux pourraient être étendus dans des lignées exprimant 
uniquement du CFTR endogène (exemple des lignées CuFi et NuLi ; Zabner et al., 
2003). Ensuite, la validité des notions alors mises en évidence pourrait être testée 
dans des contextes plus physiologiques (culture d’explants primaires). 
 De plus, les résultats présentés dans ce manuscrit ont été obtenus 
exclusivement à partir de la lignée CFBE-WT. Dans les paragraphes précédents, nous 
avons souligné l’intérêt qu’il y aurait à étendre nos travaux à la lignée CFBE-#F. Ceci 
pourrait être réalisé dans des conditions normales ou suite à la mise en place de 
traitements corrigeant l’absence de progression de la protéine F508del-CFTR dans la 
voie de sécrétion. 
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De même, les résultats présentés dans ce manuscrit ont été obtenus à partir 
de cellules cultivées sur support plastique. Puisque l’état de polarisation des 
CFBE41o- pourrait modifier les propriétés du trafic intracellulaire du canal, il serait 
intéressant de reprendre nos expériences avec des cellules polarisées cultivées sur 
filtre semi-perméable et avec une interface air/liquide. Par ailleurs, lors de nos 
biotinylations de surface, le mode opératoire ne permettait pas un marquage 
sélectif des différents domaines de la membrane plasmique. Pourtant, les 
environnements membranaires à la face apicale ou dans les régions basolatérales 
pourraient différer et affecter les phénomènes que nous avons pu observer dans un 
système non polarisé. Ceci renforce l’intérêt de confronter nos résultats avec ceux 
obtenus dans un contexte de cellules polarisées. Néanmoins, ces conditions sont 
peu compatibles avec la transfection de duplex de siRNA pour réaliser l’ARN 
interférence. Il pourrait alors être envisagé de produire des lignées stables 
permettant une déplétion inductible de Cdc42. Les effets de la déplétion de la 
petite protéine G pourraient ainsi être testés dans des cellules préalablement 
polarisées. 
 
 En dépit des différentes limites venant d’être exposées, ce travail a permis de 
proposer de nouveaux rôles pour la protéine Cdc42. Ceux-ci pourraient directement 
influencer la régulation du canal chlorure CFTR. Des données supplémentaires seront 
néanmoins nécessaires afin préciser l’intérêt qu’il pourrait y avoir à cibler ces 
mécanismes dans le cadre du traitement de la mucoviscidose. 
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VII/Annexes 
 
A1 : Séquences des siRNA utilisés pour l’ARN interférence 
Le nom et l’abréviation officielle des gènes d’intérêt proviennent du site 
Human Genome Nomenclature (www.genenames.org). Les séquences 
nucléotidiques de ces gènes sont issues de la banque de données GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Elles ont été soumises au programme de 
façonnage de siRNA de la société Eurogentec. Parmi les séquences de siRNA alors 
proposées nous avons choisi celles indiquées ci-dessous (séquences sens) pour les 
gènes correspondants : 
- Gène Cell Division Cycle 42 (CDC42 codant la protéine Cdc42) : 
5’-CCGCUGAGUUAUCCACAAA-3’ 
- Gène FormiN Binding Protein 1-Like (FNBP1L codant la protéine Toca1) : 
5’-CAGAGUGUAUGGUGAAUUA-3’ 
- Gène Wiskott-Aldrich Syndrome Like (WASL codant la protéine N-WASP) : 
5’-CUUGUCAAGUUGCUCUUAA-3’ 
- Gène DNM2 (gène codant la protéine dynamine-2) : 
5’-GCUAUGCCAUUAAGAACAU-3’ 
- Gène CAV1 (codant la protéine cavéoline-1) : 
5’-GCUUCCUGAUUGAGAUUCA-3’ 
Ces séquences représentent la zone d’hybridation des duplex de siRNA utilisés 
pour l’ARN interférence (chacun des brins portant une extension dTdT en 3’). Les 
duplex ont été synthétisés puis purifiés par HPLC par Eurogentec. Obtenus sous forme 
lyophilisée ils ont été resuspendus à 20 µM avant conservation à -20°C. Pour les 
expériences de RNAi, la condition contrôle correspond à la transfection des cellules 
par un mélange de siRNA negative control, également fourni par la société 
Eurogentec. 
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A2 : Gels d’acrylamide ; composition et choix en fonction des protéines à analyser 
Les gels d’acrylamide/bis-acrylamide (A/B) sont réalisés en deux étapes avec 
le système Dual Gel Caster SE 245 (Hoefer). Le gel de séparation (Lower) est préparé 
en premier et coulé entre des plaques de verre et d’alumine (SE202P-10 ; Hoefer) 
séparées par deux espaceurs de 0,75 mm d’épaisseur (SE2119T-2-.75 ; Hoefer). Il 
permet la séparation des protéines dénaturées en fonction de leur masse 
moléculaire lors de l’électrophorèse. La préparation du gel de concentration 
(Upper) se fait dans un second temps. Il permet de concentrer les protéines de 
l’échantillon lors de la phase initiale de la migration. Les protéines pénètrent ainsi au 
même moment dans la partie du gel correspondant au gel de séparation.  
Le tableau ci-dessous indique la composition des différents gels : 
 
Tableau : Composition des gels d’acrylamide/bis-acrylamide 
Tampon Lower à pH 8,8 : Tris 1,5 M ; SDS 0,4 % (w/v) 
Tampon Upper à pH 6,8 : Tris 0,5 M ; SDS 0,4 % (w/v) 
 
Le Temed et le persulfate d’ammonium (APS) sont des catalyseurs de 
polymérisation de l’acrylamide/bis-acrylamide qui sont ajoutés extemporanément 
lors de la préparation des gels. Les gels 5 % A/B ont été utilisés pour l’analyse de 
protéines de masse moléculaire supérieure à 70 kD ; les gels 8 % A/B pour des 
protéines dont la masse est comprise entre 50 et 100 kD ; les gels 10 % A/B ont été 
utilisés pour l’analyse de protéines entre 20 et 70 kD ; et les gels 12 % A/B pour des 
protéines de masse inférieure à 50 kD. 
 
 
 
 
 
 Gel 5 % A/B Gel 8 % A/B Gel 10 % A/B Gel 12 % A/B 
 Lower Upper Lower Upper Lower Upper Lower Upper 
H2O 2,5 mL 1,3 mL 2,2 mL 1,3 mL 2 mL 1,3 mL 1,8 mL 1,3 mL 
A/B 40 % 0,5 mL 0,2 mL 0,8 mL 0,2 mL 1 mL 0,2 mL 1,2 mL 0,2 mL 
Tampon 
Lower 
1 mL  1 mL  1 mL  1 mL  
Tampon 
Upper 
 0,5 mL  0,5 mL  0,5 mL  0,5 mL 
Temed 4 µL 2 µL 4 µL 2 µL 4 µL 2 µL 4 µL 2 µL 
APS 40 µL 20 µL 40 µL 20 µL 40 µL 20 µL 40 µL 20 µL 
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Masse moléculaire relative des protéines en fonction de leur profil électrophorétique 
en SDS-PAGE : 
- CFTR (bande B) : 150 kD ; CFTR (bande C) : 170-190 kD 
- Dynamine-2 : 100 kD 
- Na+/K+ ATPase sous unité #1 : 100 kD 
- Ezrine : 80 kD 
- Toca-1 : 70 kD 
- N-WASP : 65 kD 
- GFP-Cdc42 : 49 kD 
)&!-actine : 42 kD 
- GFP : 27 kD 
- Cavéoline-1 : 27 kD 
- Cdc42 : 22 kD 
- RhoA : 22 kD 
- Rac1 : 21 kD 
 
A3 : Anticorps utilisés en western blot pour les immunodétections 
Anticorps primaires produits chez la souris : 
Ils sont dilués dans une solution de PBST au 1/1000ième (sauf indication 
contraire). 
- Anticorps monoclonaux anti-CFTR, clone M3A7 (Millipore) 
- Anticorps monoclonaux anti-Na+/K+ ATPase sous unité #1, clone C464.6 (Santa cruz 
biotechnology) 
- Anticorps monoclonaux anti-ezrine (1/250ième ; BD Transduction laboratories) 
- Anticorps monoclonaux anti-!-actine, clone AC-74 (1/10000ième dans du PBST-M ; 
Sigma) 
- Anticorps monoclonaux anti-Cdc42 (1/100ième ; BD Transduction laboratories) 
- Anticorps monoclonaux anti-Green Fluorescent Protein (GFP), clone GFP-20 (PBST-
M ; Sigma) 
- Anticorps monoclonaux anti-Toca-1 (1/100ième ; solution généreusement fournie par 
le Professeur Giorgio Scita de l’université de Milan) 
- Anticorps purifiés anti-Rac1, isotype IgG2b (PBST-M ; BD Transduction laboratories) 
- Anticorps monoclonaux anti-RhoA, clone 26C4 (PBST-M ; Santa cruz biotechnology) 
Anticorps primaires produits chez le lapin : 
- Anticorps monoclonaux anti-N-WASP, clone 30D10 (Cell signaling) 
- Anticorps polyclonaux anti-dynamine-2 (PBST-M ; Abcam) 
- Anticorps polyclonaux anti-cavéoline-1 (Synaptic system) 
Anticorps secondaires produits chez la chèvre : 
- Anticorps polyclonaux anti-mouse IgG (Fc specific) Peroxidase Conjugate 
(1/10000ième dans du PBST-M ; Sigma) 
- Anticorps polyclonaux anti-rabbit IgG (Whole molecule) Peroxidase Conjugate 
(1/5000ième dans du PBST-M ; Sigma) 
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A4 : Architecture théorique de CFTR 
Ces informations se trouvent sur le site PubMed à l’adresse 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P13569.3 ou sur le site Uniprot à l’adresse 
http://www.uniprot.org/uniprot/P13569. Les différents domaines théoriques de CFTR 
sont (numérotation des acides aminés) : 
 
-1-80 : région intracellulaire N-terminale 
-81-103 : hélice transmembranaire 1 (TM1) 
-104-117 : boucle extracellulaire 1 (EC1) 
-118-138 : hélice TM2 
-139-194 : boucle intracellulaire 1 (IC1) 
-195-215 : hélice TM3 
-216-220 : boucle EC2 
-221-241 : hélice TM4 
-242-307 : boucle IC2 
-308-328 : hélice TM5 
-329-330 : boucle EC3 
-331-350 : hélice TM6 
-351-859 : boucle IC3 
-860-880 : hélice TM7 
-881-911 : boucle EC4 
-912-932 : hélice TM8 
-933-990 : boucle IC4 
-991-1011 : hélice TM9 
-1012-1013 : boucle EC5 
-1014-1034 : hélice TM10 
-1035-1102 : boucle IC5 
-1103-1123 : hélice TM11 
-1124-1128 : boucle EC6 
-1129-1149 : hélice TM12 
-1150-1480 : région intracellulaire 
C-terminale
 
Les hélices TM1 à TM6 constituent le domaine Membrane Spanning Domain 1 
(MSD1) de CFTR. Les hélices TM7 à TM12 constituent le MSD2. La boucle intracellulaire 
IC3 contient le domaine Nucleotide-Binding Domain (NBD1 ; position 423-646) ainsi 
que le domaine régulateur (R) de CFTR. La région C-terminale contient le domaine 
NBD2 (position 1210-1443). 
Les boucles extracellulaires EC1, EC3 et EC4 contiennent les lysines K114, K329 et 
K892 respectivement. Ces acides aminés représentent des sites potentiels 
d’étiquetage covalent par le EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo Scientific). La 
boucle EC4 contient également deux sites de N-glycosylation : les asparagines N894 
et N900. Ces motifs sucrés représentent quant à eux des cibles d’étiquetage par le EZ-
Link® Biotin-LC-Hydrazide (Thermo Scientific). 
 
Par ailleurs, la sous-unité #1 de la Na+/K+ ATPase (gène ATP1A1) possède deux 
lysines extracellulaires (K912 et K938 pour l’isoforme a de la protéine) mais ne présente 
en revanche aucun site de glycosylation. 
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A5 : Composition des solutions et tampons 
 
Tampon de lyse cellulaire, pH 7,5 : 
Tris 10 mM, DOC 0,5 % (w/v), NP-40 1 % (v/v) + 1 mM de Pefabloc® SC (Fluka 
Analytical) + Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) 
 
Solution de Laëmmli 2X, pH 6,8 : 
Tris 125 mM, SDS 4,5 % (v/v), glycérol 30 % (v/v), bleu de bromophénol 0,002 % (w/v) + 
1-Thioglycérol 5 % (v/v) ajouté extemporanément 
 
TG-SDS 10X : 
Tris 0,25 M, glycine 1,92 M, SDS 1 % (v/v) 
 
Tampon de lyse cellulaire LIL, pH 7,5 : 
Tris 25 mM, NaCl 150 mM, MgCl2 5 mM, NP-40 1 % (v/v), DTT 1 mM, glycérol 5 % (v/v) + 
1 mM de Pefabloc® SC (Fluka analytical) + Complete Protease Inhibitor Cocktail 
(Roche) 
 
Tampon NET, pH 7,4 : 
Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, NP-40 0,05 % (v/v) 
 
Tampon Quenching Buffer : 
PBS-CM8 + BSA 0,5 % (w/v), glycine 50 mM 
 
Tampon Stripping Buffer, pH 8,6 : 
Tris 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, BSA 0,2 % (w/v) + MESNA 100 mM ajouté 
extemporanément 
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